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Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa druge stopnje 
Biotehnologija. Delo je bilo opravljeno na Odseku za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu v Ljubljani. 
  
Študijska komisija je za mentorico magistrskega dela imenovala izr. prof. dr. Marjetko 
Podobnik. 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik: prof. dr. Mojca NARAT 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Član: izr. prof. dr. Marjetka PODOBNIK 
Kemijski inštitut, Odsek za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo  
   
Član: izr. prof. dr. Maruša POMPE NOVAK 
Nacionalni inštitut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko 
biologijo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
III 
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preko sistema SpyTag/SpyCatcher pripeli tarčni protein na površino filamenta. Z 
našimi rezultati smo pokazali, da so VLP PVY primeren sistem za prikaz 
heterolognih peptidov in proteinov na površini fleksibilnih VLP filamentov.  
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AB Virus-like particles (VLPs) consist of repeating units of viral structural proteins that 
spontaneously self-assemble into particles structurally identical or very similar to 
their native viruses. Due to the absence of viral genetic material they are non-
infectious and can be used in a wide range of applications in the field of biomedicine 
and bionanomaterials. We focused on potato virus Y (PVY) VLPs that form flexible 
filaments, which can reach up to 3 µm in length and have a diameter of 13 nm. PVY 
VLPs are assembled from octameric coat protein (CP) rings stacked along the 
longitudinal axis of filaments. CP unit is comprised of globular core domain and 
extended N- and C-terminal regions. N-terminal region is located on the surface of 
the viral filament whereas C-terminal region is buried in the lumen. Using E. coli as 
an expressions system, we prepared PVY CPs with different peptide sequences 
introduced in the N-terminal region via genetic fusion, thus achieving the 
presentation of foreign peptides on the surface of the filaments. With shorter 
pentapeptide amino acid sequences (Asp5, Asn5, Leu5, and His5), we have shown 
that by adding “MGND” sequence to the beginning of the N-terminal region, the 
different chemical nature of the peptide does not affect the self-assembly of CPs. 
When 26 amino acids residues long melittin was added to the N-terminal region, the 
protein was present in the insoluble fraction of the cell lysate. But we were successful 
at introducing 13 amino acids residues long peptide SpyTag (ST) to the N-terminal 
region of CP. Using SpyTag/SpyCatcher (ST/SC) system we were able to attach the 
target protein to the surface of the filament composed of ST_CP units. With our 
results, we have shown that PVY VLPs are a suitable system for displaying 
heterologous peptides and proteins on the surface of flexible VLP filaments. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
Kemikalije  
 
CaCl2  kalcijev klorid  
EDTA  etilen diamin tetraocetna kislina  
DTT  ditiotreitol  
IPTG  izopropil ß-D-tiogalaktozid  
MgCl2  magnezijev klorid  
MgSO4  magnezijev sulfat  
MQ  filtrirana in deionizirana voda (Milli-Q)  
NaCl  natrijev klorid  
PEG8000  polietilen glikol 8000  
TCA trikloroocetna kislina (angl. trichloroacetic acid) 
  
Virusi 
 
 
HBV virus hepatitisa B (angl. hepatitis B virus) 
PRSV virus nekrotične obročkaste pegavosti papaje (angl. 
papaya ringspot virus) 
PVX virus X krompirja (angl. potato virus X) 
PVY virus Y krompirja (angl. potato virus Y) 
RCNMV virus nekrotičnega mozaika rdeče detelje (angl. red clover 
necrotic mosaic virus) 
TMV virus mozaika tobaka (angl. tobacco mosaic virus) 
  
Aminokisline  
  
A    Ala Alanin 
N    Asn Aparagin 
D    Asp Aspartat 
Q    Gln Glutamin 
E    Glu Glutaminska kislina 
G    Gly Glicin 
H    His Histidin 
I      Ile Izolevcin 
L    Leu Levcin 
K    Lys Lizin 
M   Met Metionin 
P     Pro Prolin 
Y    Tyr Tirozin 
T    Thr Treonin 
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V    Val Valin 
  
Biološke 
makromolekule 
 
  
6K1 prvi 6 kDa protein (angl. first 6 kDa protein) 
6K2 drugi 6 kDa protein (angl. second 6 kDa protein) 
CI ovalni inkluzijski protein (angl. cylindrical inclusion 
protein) 
CP plaščni protein (angl. coat protein) 
DARPin osnovani proteini z ankirinskimi ponovitvami (ang. 
designed ankyrin repeat proteins) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
GFP zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorecsent 
protein) 
(G4S)3 glicin-serinski povezovalec 
HC-Pro proteaza s pomožno komponento (angl. helper component 
protein) 
LLO listeriolizin O 
NIa mali jedrni vključitveni protein a (angl. small nuclear 
inclusion protein) 
NIa-Pro proteazna domena malega jedrnega vključitvenega 
proteina 
NIb drugi jedrni vključitveni protein (angl. second nuclear 
inclusion protein) 
dNTP Deoksiribonukleotid 
P1 prvi protein (angl. first protein) 
P3 tretji protein (angl. third protein) 
P3N-PIPO precej zanimiv potivirusni odprt bralni okvir (angl. pretty 
interesting potyvirus ORF) 
(+)ssRNA enoverižna pozitivno smiselna ribonukleinska kislina 
vRNA virusna ribonukleinska kislina 
VPg na genom vezani virusni protein (angl. viral genome 
linked protein) 
  
SpyCatcher 
konstrukti 
 
  
D22SC SpyCatcher, ki ima na N-koncu dodan D22 
SC SpyCatcher 
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SCV2 SpyCatcher različica V2, dolg 92 aminokislinskih 
ostankov 
SCV3TEV SpyCatcher različica V3, dolg 83 aminokislinskih 
ostankov, ki ima na N-koncu  pa je za polihistidinsko 
oznako zapis za TEV cepitveno mesto 
SCV3_HisX SpyCatcher različica V3, ki ima na N-koncu odrezano 
His6 oznako 
SCD22 SpyCatcher, ki ima na C-koncu dodan D22 
SCD22TEV SpyCatcher, ki ima na C-koncu dodan D22, na N-koncu  
pa je za polihistidinsko oznako zapis za TEV cepitveno 
mesto 
SCD22_HisX SpyCatcher, ki ima na C-koncu dodan D22 in ima na N-
koncu odrezano His6 oznako 
ST SpyTag 
  
Drugo  
  
Å angstrom, enota za razdaljo, 10-10 m 
A260 absorbanca pri 260 nm 
A280 absorbanca pri 280 nm 
AGE agarozna gelska elektroforeza (angl. agarose gel 
electrophoresis) 
bp bazni par  
CD cirkularni dikroizem (angl. Circular dichroism) 
E. coli Escherichia coli 
ELD reduktivno odlaganje (angl. electroless deposition) 
g relativna centrifugalna sila (angl. relative centrifugal force) 
His6 proteinska oznaka s šestimi histidinskimi ostanki 
kDa enota za maso – kilodalton 
krio-EM krio-elektronska mikroskopija (angl. cryo-electron 
microscopy) 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata 
ODA630 optična gostota pri 630 nm 
ORF odprti bralni okvir (angl. open reading frame) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain 
reaction) 
pH merilo za koncentracijo oksonijevih ionov v raztopini (angl. 
power of hydrogen) 
PR preobčutljivostna reakcija 
PTNRD bolezen obročkaste nekroze gomoljev (angl. potato tuber 
necrotic ringspot disease) 
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TEM presevni elektronski mikroskop (angl. transmission electron 
microscope) 
UV ultravijolična svetloba 
VIS vidna svetloba 
VLP virusom podoben delec (angl. virus-like particle) 
vrt./min vrtljaji na minuto 
v/v volumski delež 
WT CP plaščni protein divjega tipa 
Tm temperatura denaturacije 
ΔC delecija C-končnih aminokislinskih ostankov 
ΔN delecija N-končnih aminokislinskih ostankov 
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1    UVOD 
Virusom-podobni delci (VLP, angl. virus-like particles) so zgrajeni iz več kopij virusnih 
strukturnih proteinov. Posamezne enote se samosestavijo v strukture, ki so lahko zelo 
podobne ali pa celo identične strukturam njihovih izvornih virusov. Ker ne vsebujejo 
virusnega genetskega materiala, niso zmožni podvojevanja, in so v zadnjih treh desetletjih z 
razvojem tehnologije vzbudili veliko zanimanja za potencialne aplikacije na področju 
biomedicine in nanobiotehnologije (Zeltins, 2013). 
 
Površinsko izpostavljeni aminokislinski ostanki virusnih strukturnih proteinov lahko služijo 
kot tarča za vnos različnih funkcionalnih skupin oziroma ligandov, kot so peptidi, encimi, 
barvila, zdravila ali anorganski materiali. Modificirani virusom-podobni delci so nato 
uporabni na različnih področjih. Od biomedicinskega slikanja in terapije, do povečanja 
površine baterijskih elektrod in imobilizacije encimov. Največkrat se za vzpostavljanje 
funkcionalnosti površine poslužujemo kemijske modifikacije ali genske fuzije (Koch in sod., 
2016; Zeltins, 2013). V magistrskem delu smo se osredotočili na funkcionalizacijo zunanje 
površine VLP na osnovi virusa Y krompirja (PVY, angl. potato virus Y).  
1.1  NAMEN DELA 
V tej magistrski nalogi smo želeli proučiti možnosti genskega oziroma proteinskega 
inžiniringa plaščnega proteina (CP, angl. coat protein) na osnovi PVY, da bi pridobili take 
VLP, ki bi na zunanji površini imeli izpostavljene tuje peptide oziroma proteine. Nove 
konstrukte CP, iz katerih nastanejo stabilni VLP, bi tudi biokemijsko in biofizikalno 
okarakterizirali.  
Tekom raziskovalnega dela nameravamo z uporabo ekspresijskega sistema E. coli pripraviti 
CP PVY, ki bi imeli preko genske fuzije na N-končni regiji proteina vnesena tuja 
aminokislinska zaporedja. Ti vključki bi bili različnih dolžin in tudi različnih 
aminokislinskih zaporedij, torej kemijske narave. Na ta način želimo proučiti, kako ti 
raznovrstni vključki vplivajo na sestavljanje (fuzijskega) CP v filamente. Nadalje želimo 
uporabiti sistem SpyTag/SpyCatcher kot alternativni način za kovalentno (posttranslacijsko) 
pritrjevanje tarčnih proteinov. Tako bi, z vzpostavitvijo sistema s katerim je možno 
pritrjevanje proteinov z različnimi funkcijami, razširili nabor uporabnosti VLP PVY na 
področju biotehnologije. 
1.2  DELOVNE HIPOTEZE 
H1: Za uspešno fuzijo željenih peptidov na površino VLP filamentov, bo potrebno pred gen 
za želeni peptid dodati zaporedje, ki kodira MGND. Med gen za želeni peptid in gen za CP 
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pa bo potrebno vstaviti regijo, ki kodira fleksibilni povezovalec. To bo omogočalo uspešno 
samosestavljanje fuzijskih CP enot v filamente.  
H2: Kemijska narava in dolžina zaporedja aminokislin, ki jih bomo preko genske fuzije 
dodali na N-konec CP, vpliva na sestavljanje CP v VLP filamente. 
H3: Z uvedbo polihistidinske oznake na N-koncu novih oblik CP, bomo omogočili uporabo 
Ni-afinitetne kromatografije kot komplementarne tehnike čiščenja VLP, pri čemer bomo 
dosegli večjo čistost vzorca v primerjavi s klasičnim postopkom čiščenja z obarjanjem s 
polietilen glikolom in s pomočjo frakcionacije z ultracentrifugo.  
H4: Na CP PVY lahko posttranslacijsko pripenjamo tuje proteine z uporabo 
SpyTag/SpyCatcher (ST/SC) sistema. 
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2    PREGLED LITERATURE 
2.1  VIRUS Y KROMPIRJA 
Virus Y krompirja (PVY, angl. potato virus Y) uvrščamo v rod Potyvirus znotraj družine 
Potyviridae. Virioni PVY tvorijo približno 740 nm dolge fleksibilne nitkaste strukture 
(Quenouille in sod., 2013), ki v premer merijo 13 nm (Kežar in sod., 2019). PVY ima širok 
nabor gostiteljev, med katere sodijo kmetijsko pomembne rastline kot so krompir, tobak, 
paradižnik in paprika (Karasev in Gray, 2013). Povzroči lahko veliko gospodarsko škodo, 
zato ga rastlinski virologi uvrščajo med deset znanstveno in ekonomsko najpomembnejših 
rastlinskih virusov (Scholthof in sod., 2011). 
PVY prenašajo listne uši (primarni prenos), pri krompirju pa lahko do prenosa pride tudi 
vegetativno, preko okuženih gomoljev (sekundarni prenos) (Karasev in Gray, 2013). 
Bolezenski znaki rastline okužene z virusom PVY in njihova obsežnost so odvisni od sorte 
krompirja, seva PVY, okoljskih dejavnikov, fiziološkega stanja rastline ter od tega ali gre za 
primarno ali sekundarno infekcijo (Nie in sod., 2012). PVY lahko pri okuženi rastlini 
povzroči vrsto nekrotičnih reakcij ter na njihovih listih inducira mozaik in posledično zavira 
rast rastline (Slika 1). Na gomoljih občutljivih sort so nekateri sevi sposobni inducirati 
bolezen obročkaste nekroze gomoljev (PTNRD, angl. potato tuber necrotic ringspot disease) 
(Slika 1D). Pri tem se produkcija okuženega krompirja zmanjša za 30 do 60 %, okuženi 
gomolji pa niso več primerni za prodajo (Karasev in Gray, 2013). 
 
Slika 1: Bolezenski znaki krompirja okuženega s PVY. (A) Mozaik. (B) Mozaik, klorotične lise. (C) Sistemska 
nekroza in odpadanje spodnjih listov. (D) Napredna faza PTNRD (prirejeno po Karasev in Gray, 2013). 
PVY lahko zaradi raznolikosti med sevi razvrščamo v več kategorij, v grobem pa seve 
delimo na nerekombinantne in rekombinantne. Med nerekombinantne virusne seve štejemo  
PVYO, PVYN , PVYC, PVYZ in PVYE. Te med sabo ločujemo na podlagi krompirjevih genov 
N, ki v sortah krompirja ali tobaka izzovejo preobčutljivostno reakcijo (PR) in povzročijo 
nekrozo. Izolati PVY, ki izzovejo PR v prisotnosti gena Ny, pripadajo sevu PVYO, sev PVYC 
izzove PR pri sortah z genom Nc in sev PVYZ izzove PR pri sortah z genom Nz. Seva PVYN 
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in PVYE nista sposobna izzvati PR v prisotnosti katerih koli naštetih N genov (Green in sod., 
2017). PVYO pri krompirju izzove mozaik ter povzroči listno ter stebelno nekrozo. Okužba 
s PVYN pri krompirju povzroči blažje bolezenske znake in lahko poteka asimptomatsko, pri 
tobaku pa povzroči žilno in stebelno nekrozo (Nie in sod., 2012). PVYE v listih tobaka 
inducira mozaik (Green in sod., 2017). 
 
Rekombinacije so eden glavnih dejavnikov evolucije potivirusov. Do leta 2017 je bilo 
poznanih šestnajst rekombinantnih sevov PVY, od teh se jih je devet pojavljalo pogosteje, 
na več različnih geografskih lokacijah, o preostalih sedmih sevih so poročali le enkrat ali 
dvakrat. Eden izmed najbolj problematičnih rekombinantnih sevov je PVYNTN. Ta je nastal 
z rekombinacijo sevov PVYO in PVYN, ki sta najpogostejša rekombinantana starševska seva 
(Green in sod., 2017). PVYNTN pri tobaku povzroča simptome mozaika ter nekrozo, pri 
občutljivih sortah krompirja pa povzroča PTNRD (Nie in sod., 2012). Poleg PVYNTN pa 
PTNRD povzorča tudi sev PVYN-Wi, ki je prav tako nastal z rekombinacijo sevov PVYO in 
PVYN (Gray in sod., 2010). Niso pa vse sorte krompirja občutljive na na PVYNTN. V 
tolerantnih sortah se virus lahko namnoži in širi, ne povzroči pa bolezenskih znakov (Pompe-
Novak in Lacomme, 2017). Poznamo tudi odporne sorte krompirja na PVYNTN, pri katerih 
se virus od mesta okužbe ne more širiti po rastlini. Te sorte se na okužbo odzovejo s 
preobčutljivostno reakcijo ali pa so ekstremno odporne. Ekstremno odporne sorte krompirja 
imajo Ry gene, ki zagotavljajo zaščito pred vsemi sevi PVY (Flis in sod., 2015). 
Za preprečitev nevarnosti sekundarnih okužb preko gomoljev okuženih s PVYNTN, se 
uporabljajo komercialno dostopni serološki testi. Ti temeljijo na treh PVYN specifičnih 
monoklonskih protitelesih, ki prepoznajo specifične epitope na plaščnem proteinu virusa 
(Karasev in Gray, 2013). Nikolaeva in sod. (2012) pa so identificirani še dodatni epitop na 
plaščnem proteinu, ki se ne prekriva z ostalimi ter bi omogočal boljše ločevanje med sevoma 
PVYO in PVYN. Ker pa specifična protitelesa ne razlikujejo med sevoma PVYN in PVYNTN, 
se za hitro ter specifično odkrivanje sevov PVY najpogosteje uporablja metoda RT-PCR 
(Rigotti in Gugerli, 2007). 
2.1.1  Organizacija genoma in funkcije proteinov 
Genom PVY-a sestavlja 9,7 kb dolga pozitivno smiselna enoverižna virusna RNA 
((+)ssRNA, angl. positive-sense single-stranded RNA). Na 5'-koncu je kovalentno vezan na 
genom vezan virusni protein (VPg, angl. viral genome-linked protein), 3'-konec pa se 
zaključi s poli-A repom. Genom ima dva bralna okvirja in je obdan z nekodirajočima 
regijama. V prvem bralnem okvirju se izrazi 3062 aminokislinskih ostankov velik polipeptid, 
ki ga tri virusno specifične proteaze cepijo na deset zrelih proteinov (Slika 2) (Quenouille in 
sod., 2013). Dodaten protein se prepiše zaradi zdrsa ribosoma za +2 nukleotida v P3 cistronu. 
Protein se prepiše v fuziji s P3 proteinom in se imenuje 'precej zanimiv potivirusni odprt 
bralni okvir' (P3N-PIPO, angl. pretty interesting potyvirus ORF) (Chung in sod., 2008). 
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Slika 2: Shematski prikaz organizacije genoma PVY. Na 5'-koncu je s črnim krogom prikazan VPg, An na 3'-
koncu predstavlja poli-A rep. V večjem pravokotniku je prikazan poliprotein, ki ga na zrele proteine, ki so 
zapisani v manjših pravokotnikih znotraj poliproteina, razrežejo proteaze zapisane nad njim. Mesta cepljenja 
so označena s puščicami. Velikega pravokotnika se na P3 mestu drži PIPO, ki se v fuziji s P3 proteinom, v 
bralnem okvirju +2  prevede v P3N-PIPO (prirejeno po Urcuqui-Inchima in sod., 2001 in Chung in sod., 2008). 
Na 5'-koncu genoma se prepiše prvi protein (P1, angl. first protein), ki je serinska proteaza 
in sama sebe odcepi s poliproteina. Delecijske analize so pokazale, da P1 izboljša 
pomnoževanje in premikanje virusa v rastlini, ni pa nujno potrebna za infektivnost (Urcuqui-
Inchima in sod., 2001). Naslednja se prevede proteaza s pomožno komponento (HC-Pro, 
angl. helper component protein), ki ima več funkcij. Sodeluje pri prenosu virusa z listnimi 
ušmi, virusnem pomnoževanju, medceličnih in sistemskih premikih virusa ter zavira 
obrambni mehanizem rastlin (Quenouille in sod., 2013). Tretji protein (P3, angl. third 
protein) je membranski protein z dvema hidrofobnima domenama, ki se nahajata na N- in 
C-končni regiji proteina. Ima vlogo pri pomnoževanju virusa, sistemski infekciji in 
premikanju virusa. Premik bralnega okvirja v tej regiji vodi v prepis proteina P3N-PIPO, ki 
prav tako sodeluje pri medceličnih premikih virusa in s tem pri sistemski okužbi rastline 
(Quenouille in sod., 2013). P3 se pogosto prepiše v fuziji s prvim proteinom z velikostjo 6 
kDa (6K1, angl. first 6 kDa protein). To sta edina potivirusna proteina, ki nimata afinitete 
do vezave RNA. Predvideva se, da njuna cepitev vpliva na izražanje bolezenskih znakov pri 
rastlini (Urcuqui-Inchima in sod., 2001). Cilindričen vključitveni protein (CI, angl. 
cylindrical inclusion protein) tvori inkluzijska telesca v citoplazmi in ima vlogo pri 
premikanju virusa med celicami. Zaradi RNA helikazne in ATP-azne aktivnosti ter vezave 
z RNA se predvideva, da CI pomaga pri pomnoževanju virusa. Drugi membranski peptid 
imenovan drugi protein z velikostjo 6 kDa (6K2, angl. second 6 kDa protein) je odgovoren 
za vezavo virusnega replikacijskega aparata na endoplazmatski retikulum rastlinske celice 
(Quenouille in sod., 2013). Jedrni vključitveni protein a (NIa, angl. nuclear inclusion protein 
a) je sestavljen iz dveh domen. C-končno regijo predstavlja proteaza (NIa-Pro), ki učinkovito 
in kontrolirano cepi polipeptid in tako ustvari večino funkcionalnih proteinov (Urcuqui-
Inchima in sod., 2001). N-končna regija, VPg, pa je preko tirozinskega ostanka kovalentno 
vezana na 5'-konec RNA in je skupaj z jedrnim vključitvenim proteinom b (NIb, angl. 
nuclear inclusion protein b), ki je od RNA odvisna RNA polimeraza, ključna za 
podvojevanje virusne RNA. Kot zadnji se prevede plaščni protein (CP, angl. coat protein) 
(Quenouille in sod., 2013). Vloga CP je zaščita virusnega genetskega materiala, poleg tega 
pa sodeluje pri medceličnih in sistematskih premikih virusa, regulaciji pomnoževanja 
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virusne RNA ter ima pomembno vlogo pri prenosu virusa z listnimi ušmi (Quenouille in 
sod., 2013). 
2.1.2  Struktura plaščnega proteina viriona PVY 
CP je edini strukturni protein PVY. Okoli 2000 kopij CP PVY obdaja virusno RNA (vRNA). 
Kežar in sod. (2019) so s pomočjo krio-elektronske mikroskopije (krio-EM) določili tri-
dimenzionalno (3D) strukturo viriona PVY in na podlagi krio-EM gostote segmenta viriona 
zgradili 3D atomski model posameznega CP. CP razdelimo na osrednjo regijo, ter N- in C-
končni regiji (Slika 3A). Polipeptidna veriga je na modelu dobro definirana od Val44 do 
Met267. Strukture 43-ih N-končnih aminokislin, ki se nahajajo na zunanji površini viriona, ni 
bilo mogoče določiti, zaradi njihove fleksibilnosti. Osrednja globularna regija, ki je na nivoju 
aminokislinskega zaporedja med potivirusi visoko ohranjena, se uredi v sedem alfa vijačnic 
in eno beta zanko. Iztegnjeni N- in C-končni regiji pa ne vsebujeta sekundarnih strukturnih 
elementov (Slika 3A). 
 
Slika 3: Zgradba CP PVY in sestavljenega segmenta viriona. Z rdečo barvo so označene N-končne regije, z 
modro C-končne regije, s sivo pa osrednje regije CP. Z zeleno je obarvana vRNA. (A) Zgradba CP PVY ter 
shematski prikaz posameznih regij. Črtkana črta prikazuje neurejeni del N-končne regije (prirejeno po Kežar 
in sod., 2019). (B) Zgradba segmenta viriona PVY, z roza barvo je označena ena CP enota (prirejeno po Kežar 
in sod., 2019). (C) Aminokislinsko zaporedje CP PVY. Z modro barvo je označena C-končna regija, s sivo 
osrednja regija, z rdečo pa N-končna regija CP. S svetlo rdečo je obarvana neurejena N-končna regija, kjer je 
s temno modro poudarjeno zaporedje GND, s temno zeleno pa zaporedje DAG. Prva aminokislina v vrstici je 
oštevilčena s številko na levi strani zaporedja. 
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N-kočna regija do Val44 je izpostavljena raztopini in je zelo gibljiva, zato strukture tega dela, 
kjer tudi pride do delne proteolize, ni moč določiti. Na začetku N-končne regije je prisoten 
tudi visoko ohranjen Asp6-Ala7-Gly8 (DAG) motiv (Slika 3C, označeno s temno zeleno), ki 
je odgovoren za prenašanje virusa preko listnih uši (López-Moya in sod., 1999). Regija od 
Val44 do Gln77 deluje kot sponka med sosednjima CP in prispeva h kompaktnosti virusnega 
plašča (Kežar in sod., 2019). 
Kežar in sod. (2019) so pokazali, da je zgradba CP PVY sicer precej podobna ostalim 
potivirusnim CP, so pa prvi uspeli pokazati strukturiranost C-končne regije v notranjosti 
viriona. Iztegnjena C-končna regija potivirusov je zakopana v lumen in je izrazito spiralno 
prepletena vzdolž osi filamenta okoli RNA ter tvori kompaktno strukturo v obliki stožca 
(Slika 3B). Do izpostavitve C-končne regije na površini pride le v bližini 3'-konca RNA ali 
pri poškodbi viriona. Tako N- kot C-končna regija prispevata k interakcijam med CP, ena 
CP enota interagira kar z dvanajstimi sosednjimi CP. V večini gre za elektrostatske 
interakcije. Filament dodatno stabilizirajo interakcije med osrednjo regijo vsake CP enote in 
petimi nukleotidi vRNA ter točkovna interakcija C-končne regije v okolici Ser240 z vRNA 
(Kežar in sod., 2019). Slednja interakcija ni bila poznana pri ostalih znanih zgradbah 
filamentoznih virusov, kot so virus mozaika lubenice, virus mozaika bambusa ter virus 
mozaika pepina (Zamora in sod., 2017; Agirrezabala in sod., 2015; DiMaio in sod., 2015). 
Kežar in sod. (2019) so dokazali, da sta obe iztegnjeni končni regiji pomembni za 
infektivnost PVY v rastlinah. V sklopu raziskovalne skupine so pripravili tri delecijske 
mutante in jih nato inokulirali v spodnje liste rastline Nicotiana clevelandii. Pri mutantih 
ΔC40-CP in ΔC60-CP so izbrisali štirideset oziroma šestdeset aminokislinskih ostankov s 
C-konca plaščnega proteina. Pri mutantu ΔN50-CP pa so izbrisali prvih petdeset 
aminokislinskih ostankov z N-konca. Prisotnost vRNA mutantov ΔC40-CP in ΔC60-CP v 
inokuliranih listih je bila izredno nizka, kar nakazuje na zmanjšano podvojevanje vRNA 
oziroma zmanjšano stabilnost vRNA. S presevnim elektronskim mikroskopom (TEM, angl. 
transmission electron microscope) so v okuženih listih zaznali redke VLP podobne delce, ne 
pa tudi PVY virionov. Iz tega predpostavljajo, da je kljub nizki koncentraciji vRNA, 
transkripcija v virusne proteine še vedno prisotna, kar vodi do samosestavljanja ΔC CP v 
krajše filamente brez vRNA. Tudi koncentracija vRNA mutanta ΔN50-CP je bila nižja kot 
pri divjem tipu, vendar pa je bila signifikantno višja kot pri mutantih s C-končnimi 
delecijami. V vzorcih listov okuženih z ΔN50 pa na mikrografijah posnetih s TEM ni bilo 
opaziti filamentoznih struktur. 
Medtem ko je PVY divjega tipa uspešno sistemsko okužil rastline, to ni uspelo niti enemu 
od mutantov (Slika 4). Interakcija C-končne regije z vRNA je bistvenega pomena za 
učinkovito podvojevanje virusov, N-konča regija pa sodeluje pri sestavljanju in premikanju 
virusa. Obe iztegnjeni končni regiji sta nepogrešljivi za uspešno sistematsko okužbo (Kežar 
in sod., 2019).  
8 
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Slika 4: Nicotiana clevelandii po okužbi s PVY mutanti. WT predstavlja divji tip PVY (prirejeno po Kežar in 
sod., 2019). 
2.2  VIRUSOM PODOBNI DELCI NA OSNOVI VIRUSA Y KROMPIRJA 
Leta 1976 so McDonald in sod. prvi pripravili VLP na osnovi PVY. S postopkom 15-
minutne inkubacije virionov izoliranih iz tobaka s 4 M CaCl2 pri 4 °C oziroma z dodatkom 
4 M LiCl ter prekonočno zamrznitvijo vzorca, so dosegli disociacijo proteinov in 
precipitacijo virusne RNA. Po dializi disociiranih proteinov proti fosfatnemu pufru v pH 
območju med 6 – 9, so s TEM opazili fleksibilne nitke heterogenih dolžin s strukturo 
naloženih obročev. Po drugi strani so pri vzorcih dializiranih proti pufru s pH 5, opazili le 
majhne agregate za katere so predvidevali, da predstavljajo posamezne diske. Proteinski 
agregati so bili prisotni tudi pri dializi proti pufru s pH 10,5, za katere so sklepali, da se 
tvorijo zaradi negativno nabite površine CP, ki onemogoča samosestavljanje. Pri ponovni 
dializi s pH 5 in pH 10,5 proti pufru s pH 8 so znova opazili strukture naloženih obročev 
(McDonald in sod., 1976). Največ nitastih struktur so opazili, ko so CP dializirali proti pufru 
s 0,1 M NaCl, učinkovitost nastanka VLP nitk pa se je nižala s povečevanjem molarnosti 
NaCl. Predpostavili so tudi, da prisotnost fosfatnih ionov pripomore k polimerizaciji CP in 
ohranja organizacijo strukture obročev (McDonald in Bancroft, 1977). 
Danes VLP na osnovi PVY pripravimo tako, da v bakterijskih celicah heterologno izražamo 
le CP virusa (Kalnciema in sod., 2012; Kežar in sod., 2019). Izražene rekombinantne 
molekule CP se nato samosestavijo v filamente, ki so strukturno podobni, a vendarle različni 
od strukture izvornih virusov (Kežar in sod., 2019). Filamenti VLP PVY so namreč za 
razliko od filamentov virionov PVY v dolžino bolj heterogeni (od 30 nm do 3,5 µm), njihov 
premer pa je podoben kot pri virionu, torej približno 13 nm. V VLP filamentu pride tudi do 
strukturnih sprememb v primerjavi z arhitekturo virusa. Njegova zgradba ni več helična, 
ampak ima strukturo naloženih obročev, ki so med sabo oddaljeni za 42,65 Å (Slika 5B). 
Vsak obroč je sestavljen iz osmih CP enot. Tako kot pri CP virusa, tudi zgradbo CP VLP 
razdelimo na osrednjo in končni regiji, njegova struktura pa se od virusne razlikuje predvsem 
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v iztegnjenih končnih regijah. Prvih 42 aminokislinskih ostankov N-končne regije ostane 
nedefiniranih, ker so fleksibilne in se nahajajo na zunanjosti filamenta. Aminokisline N-
končne regije Thr43-Gln77 pa kot sponka med seboj povezujejo obroče vzdolž dolge osi VLP 
filamenta. Vsaka enota CP interagira s petimi sosednjimi enotami CP, med njimi 
prevladujejo elektrostatske interakcije. Struktura C-končne regije VLP, za razliko od virusa, 
ni definirana. Predvidevajo, da je ta regija neurejena na račun odsotnosti virusne RNA 
(Kežar in sod., 2019). 
 
Slika 5: Zgradba VLP PVY in njegove CP enote. Z rdečo barvo so označene N-končne regije, s sivo osrednje 
regije, modre pikice pa prikazujejo neurejene C-končne regije CP. (A) Zgradba CP enote VLP PVY ter 
shematski prikaz posameznih regij. (B) Zgradba VLP PVY (prirejeno po Kežar in sod., 2019). 
Kalnciema in sod. (2012) so že brez poznavanja 3D strukture CP PVY želeli preveriti, kako 
vnašanje zapisov za tuje proteine na končni regiji CP vpliva na zgradbo VLP. Na posamezno 
končno regijo so na genskem nivoju vstavili zapis za fleksibilni glicin-serinski povezovalec 
aminokislinskega zaporedja (G4S)3 ter opazili, da vnašanje sedemnajst aminokislinskih 
ostankov dolgega povezovalca na C-končno regijo v večini primerov ustvari nestrukturirane 
proteinske agregate. Uspešnejši so bili pri pripravi VLP PVY, ki so imeli preko genske fuzije 
dodan povezovalec na N-končno regijo, saj so v tem primeru s TEM potrdili 
samosestavljanje fuzijskih CP v VLP. Na podlagi teh rezultatov so delo nadaljevali in na N-
končno regijo poleg zapisa za povezovalec vstavili še zapis za 22 aminokislinskih ostankov 
dolg epitop, površinskega antigena virusa hepatitisa B, imenovanega preS1 in 54 
aminokislinskih ostankov dolg rubredoksin. V obeh primerih površinsko izpostavljeni 
proteini niso ovirali samosestavljanja VLP, kar so potrdili z vizualizacijo filamentov s 
pomočjo TEM. Ko so preko genske fuzije poskušali vstaviti 238 aminokislinskih ostankov 
dolg zeleni fluorescenčni protein (GFP, angl. green fluorescent protein), tvorbe filamentov 
niso opazili. Na začetek vsakega vključka so dodali še zaporedje »GND«, ki je naravno 
prisotno na začetku N-končne regije CP (Slika 3C, označeno s temnomodro). Tako so na 
začetku N-končne regije fuzijskega CP ohranili prve tri negativno nabite aminokisline CP 
PVY, za katere so predpostavili, da bi lahko omogočale elektrostatske interakcije s pozitivno 
nabitim lizinom na C-končni regiji sosednjega CP. Kežar in sod. (2019) so z določitvijo 
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zgradbe CP PVY pokazali, da do povezave med N-končno regijo enega in C-končno regijo 
drugega CP ne pride, saj je C-konec zakopan v notranjost filamenta. 
2.2.1  Potencialne biotehnološke aplikacije rastlinskih VLP 
Rastlinski virusi in na njih osnovani VLP so sestavljeni iz več proteinskih podenot. Njihova 
uniformnost in poznavanje tridimenzionalne zgradbe z blizu-atomsko ločljivostjo 
omogočata, da stranske verige aminokislinskih ostankov, izpostavljene na površini vsake 
podenote, spreminjamo z orodji molekularne biologije in tako, bodisi na notranji ali zunanji 
površini VLP dodamo funkcionalnost. Proizvajamo jih lahko na veliki skali, saj dodatno 
prednost predstavlja njihovo relativno enostavno in ekonomično čiščenje (Culver in sod., 
2015; Lee in sod., 2009). Raziskave interakcij med rastlinskimi virusi in sesalskimi celicami 
pa nakazujejo, da so rastlinski virusi in VLP varni in neinfektivni za ljudi in živali (Balke in 
Zeltins, 2019). Opisane lastnosti ponujajo nove priložnosti za razvoj aplikacij rastlinskih 
VLP na področju biomaterialov ter biomedicine. 
Za izdelavo biomaterialov se uporabljajo tako ikozaedrična kot filamentozna ogrodja 
rastlinskih virusov, katerih površino se lahko funkcionalizira preko kemijske konjugacije, 
reduktivnega odlaganja ionov (ELD, angl. electroless deposition) ali pa s prevlekami iz silike 
oziroma drugih sintetičnih polimerov, ki še dodatno povečajo stabilnost virusnih ogrodij. 
Lahko se poslužujemo tudi genskega inženiringa na površini izpostavljenih končnih regij 
CP, vendar pa CP filamentoznih virusov pogosto v teh regijah ne dopuščajo naključnih 
oziroma poljubnih modifikacij, saj lahko le-te omejujejo sestavljanje v filamente (Culver in 
sod., 2015). 
Ogrodja virusnih delcev so zanimiva pri razvoju biosenzorjev, saj omogočajo doseganje 
večje površinske gostote senzorja ter boljšo kontrolo nad imobilizacijo biomolekul. Če pa se 
proteinska ogrodja uporabi kot adapterske strukture na detektorskih čipih, tridimenzionalne 
nanostrukture zagotavljajo optimalno sterično dostopnost do aktivnih katalitičnih mest. 
Bäcker in sod. (2017) so pokazali, da modificirane nanocevke virusa mozaika tobaka (TMV, 
angl. tobacco mosaic virus) in TMV CP agregati lahko služijo kot učinkoviti nosilci velike 
količine aktivnih encimov. Z uporabo biosenzorja za glukozo, kot modelnega sistema, so 
dokazali, da prisotnost TMV nanonosilcev z imobiliziranimi encimi na površini, bistveno 
poveča delovanje senzorja, vodi v višjo občutljivost na glukozo, ima nižjo mejo zaznavanja 
ter hitrejši odzivni čas. TMV nanocevke pa obenem še dodatno stabilizirajo imobilizirane 
encime (Bäcker in sod., 2017). 
Raziskavo za potencialno uporabo VLP PVY filamentov kot biosenzorjev ali 
biokatalizatorjev so opravili Wi in sod. (2020). Na CP PVY so preko genske fuzije, na N-
končno regijo dodali fleksibilni povezovalec ter encim, karbonsko anhidrazo iz bakterije 
Hydrogenovibrio marinus (hmCA, angl. carbonic anhydrase). Metaloencim hmCA v svojem 
aktivnem mestu vsebuje cink in katalizira hidracijo ogljikovega dioksida (CO2). Na področju 
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biosenzorjev se uporablja za detekcijo CO2 in kovinskih ionov. Wi in sod. (2020) so s 
soizražanjem CP PVY, ki so imeli okrnjen N-konec, uspeli proizvesti VLP PVY, ki so imeli 
na površini filamenta imobiliziran encim hmCA. Imobilizirani encim je ohranil svojo 
aktivnost. 
Nabor aplikacij na področju biomedicine vključuje uporabo rastlinskih VLP za dostavne 
sisteme, slikanje in diagnostiko ter proizvodnjo cepiv (Koch in sod., 2016). Kot 
bionanomateriale pa jih uporabljajo tudi pri raziskavah z matičnimi celicami. Pokazali so, 
da površinske modifikacije TMV, skupaj z njegovimi nanotopografskimi lastnostmi, 
vplivajo na izražanje genov in zapletene celične funkcije, kot je diferenciacija matičnih celic 
(Kaur in sod., 2010). 
Za dostavne sisteme se v večini uporabljajo ikozaedrični virusi, izmed katerih je eden 
strukturno najbolj enostavnih virus nekrotičnega mozaika črne detelje (RCNMV, angl. Red 
clover necrotic mosaic virus). Privlačna lastnost kapside RCNMV je njena naravna 
sposobnost formiranja pore v virusnem plašču, ki jo lahko reguliramo z odsotnostjo in 
prisotnostjo divalentnih ionov ter s spremembo pH. V notranjost nanodelca so tako že 
uspešno vstavili fluorescentna barvila ter kemoterapevtik doksorubicin (Loo in sod., 2008).  
V zadnjih letih pa so se kot dostavni sistemi pa uveljavili tudi paličasti in filamentozni virusi 
in na njih osnovani nanodelci. Rezultati eksperimentov so namreč pokazali, da ti, v 
primerjavi s sferičnimi nanodelci, hitreje prodrejo skozi porozne materiale ter tumorska tkiva 
in tako izboljšajo transport učinkovine v rakava tkiva. Predvsem so se, kot učinkoviti 
dostavni sistemi skozi porozne materiale, izkazali fleksibilni paličasti in filamentozni 
nanodelci. Dodatna prednost nitastih delcev pred ikozaedričnimi je, da se ti boljše izognejo 
fagocitozi. Poleg tega imajo nitasti delci v primerjavi s sferičnimi tudi večje razmerje med 
površino ter prostornino. To se izkaže kot prednost, saj imajo tako delci večjo količino 
liganda, kar omogoči boljšo vezavo delca na celico, prodor v celico in s tem boljšo 
terapevtsko učinkovitost (Chauhan in sod., 2011). 
Rekombinantni VLP so tudi privlačni kandidati za izdelavo cepiva, ker so po velikosti in 
morfologiji podobni nativnemu virionu, vendar pa so zaradi odsotnosti virusnega genoma 
neifektivni. Površino VLP lahko optimiziramo tako, da izpostavimo ponavljajoče se 
površinske epitope, ki posnemajo pristne površinske značilnosti nativnih virionov, s čimer 
dosežemo povečan imunski odziv (Mulder in sod., 2012). Valenzuela in sod. (1982), so z 
uporabo ekspresijskega sistema kvasovk in rekombinantno tehnologijo uspešno sintetizirali 
površinski antigen virusa hepatitisa B (HBV, angl. hepatitis B virus), kar je vodilo do 
nastanka prvega rekombinatnega cepiva na osnovi VLP. VLP na osnovi rastlinskih virusov 
pa se lahko uporablja predvsem kot ogrodje za predstavitev tujih virusnih antigenov, saj 
zaradi visoko organiziranega ponavljajočega se vzorca na svoji površini izzovejo močan 
imunski odziv (Balke in Zeltins, 2019). Učinkovitost potivirusov, kot adjuvansov v cepivih, 
so deloma že pokazali Kalniceima in sod. (2012), kjer so kot ogrodje uporabili VLP PVY in 
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Guerrero-Rodríguez in sod. (2014), ki so za predstavitev antigena uporabili VLP virusa 
nekrotične obročkaste pegavosti papaje (PRSV, angl. Papaya ringspot virus). 
Cepiva na osnovi rastlinskih VLP imajo dodatne prednosti, kot so enostavna in fleksibilna 
priprava cepiva, preprosti postopki proizvodnje in čiščenja VLP, izjemna stabilnost in nizka 
možnost za že obstoječo imunost pri človeku (Balke in Zeltins, 2019). 
2.3  SPYTAG/SPYCATCHER SISTEM 
SpyTag/SpyCatcher (ST/SC) sistem omogoča povezovanje proteinov preko izopeptidne 
kovalentne vezi, brez uporabe kemijskih modifikacij, nenaravnih aminokislin ali uvedbe 
cisteinov. Razvili so ga Zakeri in sod. (2012), na podlagi imunoglobulinu podobni 
kolagenski adhezivni domeni (CnaB2, angl. collagen adhesin domain). CnaB2 je domena 
ekstracelularnega vezavnega proteina za fibronekitn (FbaB) bakterije Streptococcus 
pyogenes. Vsebuje le eno izpopeptidno vez, ki je izredno stabilna. Protein namreč ostane 
zvit pri pH 2 ali pri temperaturah do 100 °C. Zaradi omenjenih lastnosti so domeno CnaB2 
razcepili na dva peptida: krajši, 13-aminokislinskih ostankov dolg peptid poimenovan 
SpyTag (ST) in daljši, 116 aminokislinskih ostankov dolg protein poimenovan SpyCatcher 
(SC) (Slika 6A). Pri preverjanju aktivnosti tvorbe izpopeptidne vezi med SC in ST, so 
opazili, da uvedba mutacij I34E in M69Y pri proteinu SC, povzroči, da reakcija poteče 
hitreje, že v nekaj minutah. Ko sta ST in SC v neposredni bližini, reakcija spontano poteče 
in tvori se izopeptidna vez med stranskima verigama lizina (Lys31) na SC ter aspartata (Asp7) 
na ST. Reakcija je zelo robustna in ohranja učinkovitost v temperaturnem območju 4 °C – 
37 °C, pH območju 5 – 8 ter v različnih pufrih. Ker v strukturi ni prisotnih cisteinskih 
ostankov, ni potrebe za reducente. Reakcija je ireverzibilna. S ST lahko označimo proteine 
na N- ali C-končni regiji, do povezave s SC pride tudi, če ST vstavimo v osrednjo regijo 
peptidne verige (Zakeri in sod., 2012). 
Za potrebe biokemijskih in celičnih raziskav so Li in sod. (2014) še dodatno optimizirali 
ST/SC sistem. S kristalizacijo so določili strukturo kovalentnega kompleksa ST in SC (PDB 
ID 4MLI). Rezultati strukturne analize nakazujejo, da sta N- in C-končni regiji SC, neurejeni 
in nista potrebni za tvorjenje vezi med SC in ST. Na podlagi teh predpostavk so pripravili 
konstrukt SpyCatcherΔN1, s katerega so z N-konca izbrisali prvih 23 aminokislinskih 
ostankov. Kristalna struktura kompleksa SpyCatcherΔN1 in ST (PDB ID 4MLS) (Slika 6B), 
je bila skoraj identična strukturi kompleksa ST s SC cele dolžine. Da bi potrdili, da N-konec 
SC ni potreben za vezavo s ST, so skrajšani SC in SC cele dolžine inkubirali s ST, ki je bil 
preko genske fuzije dodan na maltoza vezalni protein (MBP angl. maltose-binding protein) 
(ST-MBP) in z analizo NaDS-PAGE gelov pokazali podobno učinkovitost tvorjenja 
kovalentnega kompleksa. Konstruktu SpyCatcherΔN1 so naknadno odstranili tudi 9 
aminokislinskih ostankov s C-konca (konstrukt SpyCatcherΔN1ΔC2) ter z inkubacijami s 
ST-MBP pokazali primerljivo učinkovitost reakcije kot s SC cele dolžine. 
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Slika 6: ST/SC sistem. Aminokislinska ostanka, med katerima se tvori izpopeptidna vez sta obarvana rdeče. 
(A) Prikaz razvoja ST/SC sistema. Domeno CnaB2 so razcepili na manjši peptid ST in večji proteinski partner 
SC (prirejeno po Zakeri in sod., 2012). (B) Struktura kompleksa SpyCatcherΔN1(modro) in ST (zeleno) (PDB 
ID 4MLS). Na sliki so označene N- in C-končne regije. 
ST/SC sistem ima zaradi svoje vsestranskosti širok spekter uporabe. Si in sod. (2016) so 
preko genske fuzije na N-konec luciferaze dodali SC, na njen C-konec pa ST. Tako so 
dosegli cikličnost luciferaze in povečali njeno termostabilnost, ne da bi s tem ovirali njeno 
aktivnost. Nedavno je bil ST/SC sistem uporabljen za karakterizacijo interakcij RNA-
protein, kot alternativa metode zamreženja z UV in imunoprecipitacijo (CLIP) (Zhao in sod., 
2019). Pogosto se ST/SC povezovanje uporablja za enostavnejšo dekoracijo hidrogelov z 
različnimi ciljnimi molekulami, da ti tako posnemajo bolj nativne pogoje specifičnih 
mikrookolij. Vse več pa se sistem uporablja pri mikroskopiji, tako konvencionalni kot 
mikroskopiji visoke ločljivosti, za lažje označevanje s fluorescentnimi barvili ter nadomešča 
velika protitelesa pri detekciji epitopov (Hatlem in sod., 2019). 
ST/SC sistem se uporablja tudi za prikazovanje proteinov na nanodelcih, veziklih zunanje 
membrane bakterij ter na površini virusov in VLP (Slika 7). Predvsem je uporaben za 
pritrjevanje proteinov s posttranslacijskimi modifikacijami ter omogoča prikazovanje 
antigenov na površini VLP, brez da bi ti porušili strukturo nanodelca (Brune in sod., 2016; 
Hatlem in sod., 2019). 
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Slika 7: Prikaz uporabe ST/SC sistema za predstavitev antigena na površini VLP. Vijolična kapisda predstavlja 
VLP, s temno modro barvo je prikazan SC, s turkizno ST in z rumeno antigen (prirejeno po Brune in sod., 
2016). 
Na ta način so Röder in sod. (2017) virusne nanodelce okrasili z encimi. Na površino virusa 
X krompirja (PVX, angl. potato virus X), iz rodu poteksvirusov, so s ST/SC sistemom 
kovalentno vezali endoglukanazo Cel12A. Peptid ST so dodali na CP PVX, endoglukanaza 
pa je bila preko genske fuzije dodana na SC. S TEM in z uporabo anti-PVX protiteles so 
potrdili prisotnost virusnih nanodelcev, endoglukanazo pa so označili preko His6 oznake z 
anti-His/GAM15 nm zlatimi konjugati. Kovalentno vezana endoglukanaza je ohranila svojo 
aktivnost (Röder in sod., 2017). 
2.4  DARPin 22 
DARPin so osnovani proteini z ankirinskimi ponovitvami (angl. designed ankyrin repeat 
proteins) z visoko specifično afiniteto za tarčne proteine, ki jih običajno pridobijo z genskim 
inženiringom (Plückthun, 2015). DARPin 22 (D22) je bil s pomočjo metode ribosomskega 
prikaza zasnovan tako, da se specifično veže na mutanto porotvornega proteina listeriolizina 
O (LLO) Y406A in s tem inhibira njegovo aktivnost formiranja pore. LLO Y406A se veže 
na membrano in oligomerizira v širokem območju pH, podobno kot LLO divjega tipa. Zadnji 
korak formiranja pore pa se zgodi samo po nakisanju, ko pH pade pod vrednost 7,0. 
Aktivacija LLO Y406A s pH ni bila uspešna, če je bil LLO mutant predhodno inkubiran z 
D22, poleg tega pa je D22 tudi hitro inhibiral delovanje LLO Y406A, če so ga k mutantu 
LLO v kislem okolju naknadno dodali (Omersa in sod., 2020). 
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3    MATERIALI IN METODE 
3.1  MATERIALI 
3.1.1  Kemikalije 
Aceton (Merck, Nemčija), agaroza (Sigma Aldrich, Nemčija), BME (Sigma Aldrich, 
Nemčija), borova kislina (Sigma Aldrich, Nemčija), CaCl2 (Fluka, ZDA), DMSO (Sigma 
Aldrich, Nemčija), dolžinski standard Lambda DNA/HindIII (pripravljen v Laboratoriju za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo), DTT (Sigma Aldrich, Nemčija), etidijev 
bromid (BDH Chemicals, Združeno kraljestvo), Gel Loading Dye Purple 6 x, brez NaDS 
(New England BioLabs, ZDA), glicerol (Kemika, Zagreb), HCl (Merck, Nemčija), imidazol 
(Sigma, ZDA), IPTG (GBT), kanamicin (GBT), KCl (Sigma Aldrich, Nemčija), KH2PO4 
(Sigma Aldrich, Nemčija) kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast Extract) (BD, ZDA), MgCl2 
(Sigma Aldrich, Nemčija), MgSO4 (Riedel, Nemčija), NaCl (Merck, Nemčija), NaOH 
(Sigma Aldrich, Nemčija), natrijev fosfat (NaH2PO4 × 2H2O, Na2HPO4 × 2H2O in 
NaH2PO4 × H2O) (Merck, Nemčija), Ni-NTA Agarose matriks (Qiagen, Nizozemska), 
Novex®Sharp Unstained Protein Standard (Life technologies, ZDA), NuPAGE® LDS 
Sample Buffer (4 x) (Life technologies, ZDA), NuPAGE® MES SDS Running Buffer (Life 
technologies, ZDA), PAGE RULER Broad Range Unstained Protein Ladder (Thermo 
Scientific, ZDA), PEG 8000 (Sigma Aldrich, Nemčija), saharoza (Merck, Nemčija), Simply 
Blue™ SafeStain (Life technologies, ZDA), trikloroocetna kislina (Sigma Aldrich, 
Nemčija), Tris baza (Sigma Aldrich, Nemčija). 
3.1.2  Kompleti kemikalij 
KOD Hot Start komplet (Millipore, Japonska), Monarch DNA Gel Extraction Kit (New 
England Biolabs, ZDA), Monarch Miniprep Plasmid Isolation (New England Biolabs, 
ZDA), Monarch PCR & DNA Cleanup Kit (New England Biolabs, ZDA). 
3.1.3  Laboratorijska oprema 
Amicon® Ultra-15/4/0,5 ml 10 in 100 kDa MWCO (Millipore), analitska tehtnica (0,1 g – 
202 g) PEJ420 (Kern), avtomatska (multikanalna) pipeta (Sartorius Biohit, Nemčija), CD-
spektrometer Chirascan CD Spectrometer (Applied Photophysics), centrifuga Biofuge 28RS 
(Heraeus), centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf), centrifuga Rotina 380 R 
(Hettich), centrifuga Sorvall LYNX 4000 (Thermo scientific), dializno črevo Fisherbrand 
Dyalisis Tubing 12000-14000 MWCO (Fisher Scientific, ZDA), dializna kaseta Slide-A-
Lyzer (Pierce, ZDA), elektroforezni sistem XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis 
System (Life technologies, ZDA), Frencheva preša EmulsiFlex-C5 (Avestin, Kanada), filtri 
za brizge 0,22 μm (Millipore, Irska), kadičke za izvedbo agarozne gelske elektroforeze Wide 
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Mini-Sub Cell GT (BIO-RAD, ZDA), kiveta za določevanje CD-spektra 110 QS (Hellma 
Analytics), kivete za merjenje celične gostote 1,5 ml (BRAND, Gemrany), kivete za 
spektofotometer 50-2000 μl (Ependorf, ZDA), kolona za gelsko kromatografijo Tricon 
Superdex 75 10/300 (24 ml) (GE Healthcare, ZDA), kolona za gelsko kromatografijo 
HiLoad Superdex 75 (120 ml) (GE Healthcare, ZDA), krio-elektronski mikroskop Glacios™ 
(Thermo Scientific, ZDA), kromatografski sistem Äkta FPLC (American Biosciences, 
Velika Britanija), magnetno mešalo vibro-mix (Tehtnica), magnetno mešalo MS3000 
(Biosan), mikroskopske mrežice R2/2 (Quantifoil, Nemčija), NanoDrop 1000 (Thermo 
scientific, ZDA), naprava za merjenje celične gostote ULTROSPEC 10 (Biochrom, 
Združeno kraljestvo), naprava za produkcijo destilirane vode RiOs16 (Millipore), naprava 
za produkcijo posebno čiste vode MilliQ RG (Millipore), nosilec Ni-NTA Superflow 
(Qiagen, Nemčija) NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini gel (Life technologies, ZDA), PES 
membranski filtri 0,22 μm – Exspress@PLUS (Millipore, Irska), pH meter Seven easy 
(Mettler Toledo), pipete 0,2-2 μl, 0,5-10 μl, 2-20 μl, 10-100 μl, 20-200 μl, 100-1000 μl 
(Gilson, Lambda), pipete 2,5 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl (Grand, Nemčija), 
program Origin 8.1 (OriginLab, ZDA), sonikator Ultrasonic Processor (Cole-Parmer, ZDA), 
stresalniki ISF-1-V (AdolfKuhner Ag) in Kambič IS-200K (Kambič), termični blok CH-100 
(Biosan), termični blok za izvedbo PCR GeneAmp PCR system 2700 (Applied Biosystems, 
ZDA), presevni elektronski mikroskop CM 100 (Philips, Nizozemska), ultracentrifuga L7-
55 Ultracentrifuge (Beckman, ZDA), UV-VIS spektrofotometer (Agilent technologies), UV 
transiluminator Benchtop Variable Transilluminator (UVP, Združeno kraljestvo), 
vakuumska črpalka za filtracijo Vacuum Pump XFF54 230 50 (Millipore), vitrobot Mk IV 
(Thermo Fisher Scientific), ultracentrifugirke (Backman, ZDA) vodna kopel tip 1013 (GFL). 
3.1.5  Pufrske raztopine 
 1 × PBS pH 7,4 (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) 
 1 × PBS z dodatkom 5 % glicerola pH 7,4 
 15 mM fosfatni pufer pH 7,4 (12,15 mM Na2HPO4, 2,85 mM NaH2PO4) 
 50 mM fosfatni pufer pH 7,0 (30,5 mM Na2HPO4, 19,5 mM NaH2PO4) 
 TBE pufer za agarozno gelsko elektroforezo (89 mM Tris (pH 7,6), 89 mM borova 
kislina, 2 mM EDTA) 
3.1.6  Bakterijski sevi  
Escherichia coli DH5-α za pomnoževanje plazmidov in Escherichia coli BL21(DE3) za 
izražanje proteinov. 
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3.1.7  Gojišča  
 Tekoče Luria Bertanijevo gojišče - LB (5 g/l kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast 
Exstract) (BD, ZDA), 10 g/l tripton (Bacto™, Tryptone) (BD, ZDA), 10 g/l NaCl, 
dH2O)  
 Tekoče 2x YT (10 g/l kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast Exstract) (BD, ZDA), 16 g/l 
tripton (Bacto™ Tryptone) (BD, ZDA), 5 g/l NaCl, 5 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 
dH2O)  
3.1.8  Plazmidi  
Vektor pET-24a(+) s kanamicinsko odpornostjo in vektor pET-28a(+) ter vektor pET-28a z 
dodanim mestom za cepitev s TEV proteazo, oba s kanamicinsko odpornostjo. 
3.1.9  Encimi in rekombinantni proteini 
BamHI (20,0 U/μl) (Biolabs), DARPin 22 (0,381 mM) (pripravljen na odseku za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski inštitut, Ljubljana), EcoRI (20,0 
U/μl) (Biolabs), HindIII Fast Digest (Thermo Scientific), KOD Hot Start polimeraza 
(Millipore, Japonska), NdeI (20,0 U/μl) (Biolabs), NcoI Fast Digest (Thermo Scientific), 
SacI (20,0 U/μl) (Biolabs), T4 DNA ligaza (5 U/μl) (Thermo Scientific), TEV proteaza (0,67 
mg/ml) (pripravljena na odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski 
inštitut, Ljubljana). 
3.2  METODE 
3.2.1  Priprava genskih konstruktov CP PVY in SC 
Predhodno načrtovane liofilizirane začetne oligonukleotide smo resuspendirali v MQ do 
koncentracije 100 pmol/μl in jih uporabili pri pripravi mešanice za metodo verižne reakcije 
s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction). Začetni oligonukleotidi, ki smo jih 
uporabili za pripravo genskih konstruktov so podani v preglednici 2. PCR mešanica je 
vsebovala 40 ng matrične DNA, 5 μl 10 × PCR pufra, 5 μl dNTP, 3 μl MgSO4, 1,5 μl 
posameznega začetnega oligonukleotida, 1 μl polimeraze (KOD Hot Start) in MQ do 
končnega volumna 50 μl. Temperaturni program reakcije je podan v preglednici 1.  
Preglednica 1: Temperaturni program PCR. 
 30 x  
Aktivacija 
polimeraze 
Denaturacija 
DNA 
Prileganje 
oligonukleotidov 
Podaljševanje 
DNA 
Zaključno 
podaljševanje 
95 °C – 2 min 95 °C – 20s 65 °C – 20 s 72 °C – 20 s 72 °C – 7 min 
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Pomnožena zaporedja smo nato preverili in očistili z uporabo agarozne gelske elektroforeze 
(AGE), izvedli restrikcijo vključkov in vektorjev ter ligacijo. Liso, ki je ustrezala velikosti 
fragmenta PCR pomnožka, smo izrezali in DNA iz agaroznega gela izolirali z uporabo 
Monarch DNA Gel Extraction Kit, po navodilih proizvajalca. Enako smo očistili tudi z 
restrikcijskimi encimi rezane plazmidne vektorje. Restrikcija je potekala od eno do dve uri 
pri 37 °C. Rezane fragmente vključkov pa smo, po navodilih proizvajalca, očistili s pomočjo 
kompleta Monarch PCR & DNA Cleanup Kit.  
 
Sledila je ligacija DNA fragmentov. Ligacijska mešanica je vedno vsebovala 50-70 ng/µl 
inserta, 200-240 ng/µl vektorja, 1 µl ligacijskega pufra, 0,5 µl T4 ligaze in MQ do končnega 
volumna 10 µl. Ligacija je potekala 30 min pri sobni temperaturi. 
 
Uspešno vključitev inserta v plazmid smo preverili s testno restrikcijo in agarozno gelsko 
elektroforezo. Testna restrikcijska mešanica je vsebovala 300 – 400 ng/µl DNA, 0,3 µl vsake 
restriktaze, 1 µl 10 × pufra CutSmart in MQ do 10 µl. Restrikcija je potekala eno do dve uri 
pri 37 °C. 
Agarozni geli testnih restrikcij so predstavljeni v poglavju 4.1. Pripravili smo sledeče 
konstrukte. 
3.2.1.1 Vpliv zaporedja MGND (MG ΔN(2,3) CP, WT CP ter MGNDGSM ΔN9 CP) 
Kalnciema in sod. (2012) so, z vnosom zaporedja Met-Gly-Asn-Asp (MGND) na začetek 
N-končne regije CP PVY, uspešno proizvedli fuzijske CP. Pri tem so med zapisom za 
protein, ki so ga želeli preko fuzije dodati na CP in zapisom za CP ΔN3 dodali še 
povezovalno zaporedje. Predpostavili so, da je na določeni stopnji sestavljanja filamenta 
zaporedje GND potrebno za vzpostavitev elektrostatske interakcije s pozitivno nabitim 
lizinom na C-končni regiji sosednjega CP. Sedaj, ko poznamo strukturo CP (Kežar in sod., 
2019), vemo da temu ni tako. Vendar, ker so bili Kalnciema in sod. (2012) uspešni pri 
izolaciji VLP sestavljenih iz fuzijskih CP, smo na podlagi njihovih ugotovitev vse konstrukte 
pripravili tako, da so se vsi vključki začeli z zaporedjem MGND, obenem pa smo tudi 
preverili vpliv zaporedja MGND. 
 
Vpliv odsotnosti zaporedja MGND z začetka N-konca CP, smo želeli preveriti s konstruktom 
MG ΔN(2,3) CP. Konstrukt je bil pripravljen tako, da smo z začetka N-končne regije 
izbrisali prve tri aminokisline GND, ki so naravno prisotne za začetku CP. Vendar sta na 
začetku konstrukta vseeno prisotna aminokislinska ostanka, M, ki je potreben za prevajanje 
proteina, ter G, ki ostane v zaporedju zaradi kloniranja preko restriktaze NdeI (Slika 8). Iz 
CP zaporedja smo tako izbrisali le drugi in tretji aminokislinski ostanek (ND).   
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Vpliv zaporedja MGND na samosestavljanje CP enot v filamente smo preverili tudi z WT 
CP. Zapis za N-končno regijo CP se začne s tripletom GND, ki je torej naravni del sekvence 
plaščnega proteina (Slika 8). Ker je zapis za CP del polipeptida, je za prevajanje proteina, 
na začetek (preko restrikcijskega mesta NcoI) dodan aminokislinski ostanek M, ki pa se 
pogosto tekom izražanja proteina v bakterijah odstrani. 
 
Želeli smo tudi preveriti, kako vnos zaporedja MGND na začetek N-konca, vpliva na  
stabilnost CP, za katere vemo, da so nestabilni. Kežar in sod. (2019) so pokazali, da se 
mutant ΔN9 CP, kjer so z N-konca izbrisali prvih devet aminokislin, nahaja v netopni frakciji 
celičnega lizata. Zato smo konstruktu ΔN9 CP na začetek N-konca vnesli zaporedje MGND 
in pripravili konstrukt MGNDGSM ΔN9 CP. Da bi konstrukt lahko nadalje uporabljali ter 
ga lahko primerjali s preostalimi, je bil zasnovan na enak način kot sistem 
MGND_(G4S)3_CP (Poglavje 3.2.1.2). Torej smo med zaporedjema MGND in CP ohranili 
restrikcijska mesta restriktaz BamHI in NcoI, kar se izrazi v dodatnem aminokislinskem 
zaporedju GSM med MGND in začetkom odrezane regije ΔN9 CP (Slika 8). 
 
Slika 8: Aminokislinsko zaporedje in shematski prikaz konstruktov MG ΔN(2,3) CP, WT CP ter MGNDGSM 
ΔN9 CP. Z modro je obarvano zaporedje MGND oziroma M(G), ki je bilo dodano na začetek zaporedja CP, z 
zeleno je obarvan (ΔN) CP. Na sliki je prikazan le začetek zaporedja CP, tri pike predstavljajo nadaljevanje 
zaporedja. Celotno CP zaporedje lahko vidimo na sliki 3C. Pri shematskem prikazu je pravokotnik, ki prikazuje 
CP, obdan s črtkano črto. To ponazarja, da je v primerjavi s preostalimi deli konstrukta precej večji. 
WT CP so predhodno pripravili sodelavci z odseka za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo s Kemijskega inštituta. Pri konstruktih MG ΔN(2,3) CP ter MGNDGSM 
ΔN9 CP smo kot DNA matrico CP pri pomnoževanju uporabili pT7-7/CP PVY oziroma 
pT7-7/ΔN9 CP PVY. Pri MGNDGSM ΔN9 CP smo uporabili zaporedje CP PVY, ki je imelo 
na N-koncu delecijo prvih devetih aminokislin. Postopek pomnoževanja, restrikcije in 
ligacije je opisan v poglavju 3.2.1. Restrikcijska mešanica je vsebovala 12 µl vključka (25,1 
ng/µl), 4 µl 10 × pufra CutSmart, 2 µl NdeI, 2 µl HindIII in 20 µl MQ. Vključek smo ligirali 
v plazmid pET-24a rezan z NdeI ter HindIII. 
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Aminokislinsko zaporedje CP pomnoženega z matrice pT7-7/CP PVY in pT7-7/ΔN9 CP 
PVY: 
 
pT7-7/CP PVY: 
MGNDTIDAGGSTKKDAKQEQGSIQPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGATVLNLEHLLE
YAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYP
LKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHI
QMKAAALKSAQSRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM 
 
pT7-7/ΔN9 CP PVY: 
MGSTKKDAKQEQGSIQPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGATVLNLEHLLEYAPQQIDIS
NTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKPIVENA
KPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAAL
KSAQSRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM 
3.2.1.2 Sistema MGND_(G4S)3_CP in MGND_(G4S)3_TEV_CP  
V okviru raziskovalne skupine smo pripravili dva osnovna sistema, ki omogočata 
okraševanje VLP filamentov z različnimi vključki na njihovi zunanji površini. Sistema smo 
pripravili na podlagi nekaterih ugotovitev Kalnciema in sod. (2012), saj so bili uspešni pri 
izolaciji VLP sestavljenih iz fuzijskih CP. Sistem MGND_(G4S)3_CP (Slika 9) na nivoju 
genetskega zaporedja vsebuje zapis za MGND, glicin-serinski povezovalec (G4S)3 in 
nukleotidno zaporedje plaščnega proteina CP. Zapis za CP je pri virusu del polipeptida, zato 
je bilo, za uspešno prevajanje proteina v bakteriji, na njegov 5'-konec dodan začetni M. Temu 
je sledil zapis prvih treh aminokislin (GND), ki so naravno prisotne v zaporedju CP 
(Poglavje 3.2.1.1). Sistem MGND_(G4S)3_TEV_CP (Slika 9) se od prvega sistema razlikuje 
v TEV cepitvenem mestu, ki se nahaja pred zapisom za CP in omogoča kontrolirano 
odcepitev vključka s TEV proteazo. Oba sistema sta bila vzpostavljena tako, da z 
restrikcijskimi encimi enostavno poljubno modificiramo katerikoli del konstrukta. 
 
Slika 9: Aminokislinsko zaporedje in shematski prikaz sistema MGND_(G4S)3_CP in 
MGND_(G4S)3_TEV_CP. Z modro je obarvano zaporedje MGND, ki je bilo dodano na začetek vključka, z 
oranžno povezovalec (G4S)3, z rumeno TEV cepitveno mesto ter z zeleno CP. Na sliki je prikazanih le prvih 
deset aminokislin CP, tri pike predstavljajo nadaljevanje zaporedja. Celotno CP zaporedje lahko vidimo na 
sliki 3C. Pri shematskem prikazu je pravokotnik, ki prikazuje CP, obdan s črtkano črto. To ponazarja, da je v 
primerjavi s preostalimi deli konstrukta precej večji. 
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Za pripravo obeh sistemov pri metodi PCR nismo uporabili DNA matrice, ampak 
prekrivajoča se začetna oligonukleotida. 
Najprej smo začetne oligonukleotide (podani v preglednici 2) z zapisom za MGND in 
povezovalec (G4S)3 ter v primeru sistema MGND_(G4S)3_TEV_CP še za cepitveno mesto 
TEV proteaze (TEV) podaljšali z metodo PCR (pogoji PCR reakcije so podani v preglednici 
1). Dobljeni pomnožek smo zaradi majhne velikosti lahko očistili z uporabo kompleta 
Monarch PCR & DNA Cleanup Kit, po navodilih proizvajalca ter ga nato rezali z 
restrikcijskima encimoma NdeI in NcoI. Restrikcijska mešanica je vsebovala 10 µl PCR 
pomnožka, 5 µl 10 × pufra CutSmart, 3 µl NdeI, 2 µl NcoI in 30 µl MQ.  
Rezan fragment smo preko lepljivih koncev ligirali s CP zaporedjem, ki smo ga iz plazmida 
pT7-7/CP PVY izrezali z uporabo NcoI in HindIII. Nastali ligacijski produkt smo uporabili 
kot matrico pri metodi PCR in tako namnožili fragmenta, ki predstavljata sistema za 
vstavljanje vključkov na N-konec CP. Pomnožke PCR smo rezali z NdeI ter HindIII in jih 
ligirali v rezan vektor pET-24a. 
Restrikcijska mešanica uporabljena pri restrikciji vektorjev je vsebovala 20 µl plazmida 
pT7-7/CP PVY oziroma pET-24a, s koncentracijo 80 ng/µl, 5 µl 10 × pufra CutSmart, 2,5 
µl HindIII, 2 µl NcoI oziroma NdeI in 20 µl MQ. Vključek ter rezan vektor smo ločili z 
uporabo agarozne gelske elektroforeze. Iz agaroznega gela smo izrezali lise vključka ter 
rezanega plazmida in jih z uporabo Monarch DNA Gel Extraction Kit po navodili 
proizvajalca očistili. Postopek ligacije je opisan v poglavju 3.2.1. 
3.2.1.3 Melitinski vključek in vključek MGND_melitin 
Najprej smo želeli zunajnjo površino filamentov VLP okrasiti s krajšimi peptidi, nato pa 
postopoma večati dolžino vključka ter s tem velikost proteina predstavljenega na površini 
filamenta. Tako bi ugotovili, do katere mere še lahko večamo vključek, da ta ne omejuje 
sestavljanja filamentov. Melitin je 26 aminokislinskih ostankov dolg peptid in je glavna 
toksična komponenta čebeljega strupa. N-končna regija peptida je precej hidrofobna, C-
končna regija pa je hidrofilna in precej bazična (Raghuraman in Chattopadhyay, 2006). 
Pripravili smo konstrukta MGND_meltin_CP ter melitin_CP (Slika 10). Melitinski vključek 
smo preko restrikcijskih mest NdeI in BamHI vstavili v sistem MGND_(G4S)3_CP. Na 
podlagi rezultatov, ki so jih pridobili Kalnciema in sod. (2012), smo pred melitinski vključek 
pri enem konstruktu dodali začetni MGND. S tem smo želeli ugotoviti, kako bo prisotnost 
takšnega začetnega zaporedja na N-koncu CP, vplivala na izražanje fuzijskih CP. Zaporedje 
MGND smo zapisu za melitin dodali preko začetnih oligonukleotidov, ki jih najdemo v 
preglednici 2. 
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Slika 10: Aminokislinsko zaporedje in shematski prikaz konstruktov MGND_melitin_CP in melitin_CP. Z 
modro je obarvano zaporedje MGND, ki je bilo dodano na začetek vključka, z vijolično vključek melitin, z 
oranžno je obarvan povezovalec (G4S)3 ter z zeleno CP. Na sliki je prikazan le začetek zaporedja CP, tri pike 
predstavljajo nadaljevanje zaporedja. Celotno CP zaporedje lahko vidimo na sliki 3C. Pri shematskem prikazu 
je pravokotnik, ki prikazuje CP, obdan s črtkano črto. To ponazarja, da je v primerjavi s preostalimi deli 
konstrukta precej večji. 
Pri pomnoževanju melitinskega vključka in vključka MGND_melitin smo uporabili DNA 
matrico M1. Postopek pomnoževanja, restrikcije in ligacije je opisan v poglavju 3.2.1. 
Restrikcijska mešanica je vsebovala 10 µl PCR pomnožka, 5 µl 10 × pufra CutSmart, 3 µl 
NdeI, 2 µl BamHI in 30 µl MQ. Rezana fragmenta smo ligirali v plazmid pET-24a z zapisom 
za sistem MGND_(G4S)3_CP (pripravljen v poglavju 3.2.1.2), katerega smo rezali z NdeI in 
BamHI. 
 
Aminokislinsko zaporedje melitina pomnoženega z DNA matrice M1: 
GIGAILKVLATGLPTLISWIKNKRKQ  
3.2.1.4 Vključki pentapeptidnih aminokislinskih zaporedij ter vključek ST 
Vpliv kemijske narave vključka na N-koncu CP smo preverjali tako, da smo v sistem 
MGND_(G4S)3_CP pred zapis za povezovalec in CP vstavili zaporedje, ki kodira pet istih 
aminokislin, pri čemer so izbrane aminokisline posedovale različne kemijske lastnosti 
(naboj, hidrofobnost, pKa). Kot hidrofobno zaporedje smo vstavili zapis za pet levcinov 
(Leu5), kot polarno pet asparaginov (Asn5), negativno nabito pet aspartatov (Asp5) in 
pozitivno nabito pet histidinov (His5). Tekom dela smo ugotovili, da bi radi odcepili stran 
pentahistidinski vključek s CP, zato smo His5 vključek vstavili še v sistem 
MGND_(G4S)3_TEV_CP. Konstrukti so prikazani na sliki 11. Pri konstruktu Asn5_CP, s 
katerim smo testirali vpliv polarnega ne nabitega vključka, smo namesto začetnega 
zaporedja MGND uporabili zaporedje MGNN (Slika 11). S tem smo želeli doseči, da 
vključek ne bi bil negativno nabit, ampak le polaren. 
 
V magistrskem delu smo uporabili sistem SpyTag/SpyCatcher. Krajši peptid SpyTag (ST), 
ki ga sestavlja aminokislinsko zaporedje AHIVMVDAYKPTK, smo vstavili v sistem 
MGND_(G4S)3_CP in MGND_(G4S)3_TEV_CP (Slika 11). S tem ko smo ST vstavili v 
sistem s TEV cepitvenim mestom, smo pripravili konstrukt, ki omogoča kontrolirano rezanje 
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vključka ST s TEV proteazo. Na ta način bi s filamenta lahko odrezali tudi tovor, ki bi bil 
preko sistem ST/SC pritrjen na filament. 
 
Pri kratkih pentapeptidnih aminokislinskih zaporedjih in pri vključku ST smo pri pripravi 
genskih konstruktov uporabili metodo hibridizacije začetnih oligonukleotidov. Ti so bili 
načrtovani tako, da so že vsebovali lepljive konce, zato restrikcija vključkov ni bila potrebna. 
Najprej smo zmešali 10 µl komplementarnih začetnih oligonukleotidov s koncentracijo 10 
pmol/µl. Nato smo izvedli hibridizacijo v napravi PCR GeneAmp PCR system 2700, ki smo 
jo predhodno ogreli na 95 °C. Mešanici oligonukleotidov smo tekom dveh ur postopoma 
spuščali temperaturo, dokler ta ni dosegla sobne temperature. Sledila je ligacija pripravljenih 
vključkov v plazmid pET-24a, z zapisom za sistem MGND_(G4S)3_CP (pripravljen v 
poglavju 3.2.1.2). His5 in ST vključka smo ligirali še v plazmid pET-24a, z zapisom za 
sistem MGND_(G4S)3_TEV_CP (pripravljen v poglavju 3.2.1.2). Aminokislinski vključek 
smo v predhodno rezan plazmid (restrikcija plazmidov je opisana v poglavju 3.2.1) ligirali 
preko restrikcijskih mest NdeI in BamHI. Ligacijska mešanica je vsebovala 2 µl rezanega 
vektorja s koncentracijo 50 ng/µl, 1 µl pripravljenega vključka, 1 µl ligacijskega pufra, 0,5 
µl T4 ligaze ter 5,5 µl MQ. Ligacija je potekala 30 min pri sobni temperaturi. 
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Slika 11: Aminokislinsko zaporedje in shematski prikaz konstruktov Asp5_CP, Asn5_CP, Leu5_CP, His5_CP, 
His5TEV_CP, ST_CP in STTEV_CP. Z modro je obarvano zaporedje MGND, ki je bilo dodano na začetek 
vključka, z oranžno je obarvan povezovalec (G4S)3 ter z zeleno CP. Vključek Asp5 je obarvan s temno modro, 
Asn5 s temno rdečo, Leu5 z vijolično, His5 z zlato ter ST s temno zeleno. Na sliki je prikazan le začetek 
zaporedja CP, tri pike predstavljajo nadaljevanje zaporedja. Celotno CP zaporedje lahko vidimo na sliki 3C. 
Pri shematskem prikazu je pravokotnik, ki prikazuje CP, obdan s črtkano črto. To ponazarja, da je v primerjavi 
s preostalimi deli konstrukta precej večji. 
3.2.1.5 SpyCatcher konstrukti 
Tekom dela smo pripravili več SC konstruktov, ki so prikazani na sliki 12. Pri delu smo 
uporabili različico SpyCatcherΔN1 (Li in sod., 2014), ki je na N-koncu skrajšana za 23 
aminokislinskih ostankov ter SpyCatcherΔN1ΔC2 (Li in sod., 2014), ki ima poleg N-konca, 
za 9 aminokislin skrajšan tudi C-konec. V tej magistrski nalogi smo konstrukta poimenovali 
25 
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SCV2 (SpyCatcherΔN1) in SCV3TEV (SpyCatcherΔN1ΔC2). Vsi pripravljeni konstrukti so 
imeli na N-koncu His6 oznako. TEV v imenu konstrukta nakazuje, da ima ta za His6 oznako 
še TEV cepitveno mesto. Pripravili smo tudi tri SC konstrukte, kjer smo SC preko genske 
fuzije dodali D22. Pri konstruktu SCD22 smo D22 dodali na C-konec SC, konstrukt 
SCD22TEV pa se od SCD22 razlikuje le v TEV cepitvenem mestu. Pri konstruktu D22SCTEV 
je D22 dodan na N-konec SC (Slika 12). 
 
Slika 12: Aminokislinsko zaporedje in shematski prikaz konstruktov SCV2, SCV3TEV, SCD22, SCD22TEV in 
D22SCTEV. S svetlo roza je obarvana His6 oznaka, z rumeno TEV cepitveno mesto, s svetlo modro SC in s 
temno modro D22. 
Pri pomnoževanju SC konstruktov smo uporabili DNA matrico SCV2 in SCV3. Postopek 
pomnoževanja, restrikcije in ligacije je opisan v poglavju 3.2.1. Restrikcijska mešanica je 
vsebovala 10 µl fragmenta s koncentracijo 78 ng/µl (SCV2) oziroma 27 ng/µl (SCV3), 4 µl 
10 × pufra CutSmart, 2 µl NdeI, 2 µl EcoRI in 22 µl MQ. Rezana vključka smo ligirali v 
plazmid pET-28a, rezan z NdeI in EcoRI. 
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Aminokislinsko zaporedje matrice SCV2 in SCV3: 
 
SCV2:  
DSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGKTISTWISDGQVKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVN
EQGQVTVNGKATKGDAHI 
 
SCV3: 
DSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGKTISTWISDGQVKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVN
EQGQVTVNG 
 
Pri pripravi konstruktov SCD22, SCD22TEV in D22SCTEV smo za pomnoževanje D22 
uporabili DNA matrico D22_pProEXHTb, ki se prevede v aminokislinsko zaporedje: 
GSDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNASDRIGTTPLHLAAVRGHLEIVEVLLKNGADVNARDDMGPT
PLHLAAGRGHLQIVEVLLKDGADVNAADGAGCTPLHLAADAGHLEIVEVLLKQGADVNAQDKFGKTAFDISID
NGNEDLAEILQKLN 
 
Pomnoževanje fragmenta D22 je potekalo po postopku, opisanem v poglavju 3.2.1. 
Restrikcijska mešanica pomnožka D22 za pripravo konstrukta SCD22 je vsebovala 20 µl 
DNA s koncentracijo 66 ng/µl, 4 µl 10 × pufra CutSmart, 1,5 µl SacI, 1,5 µl HindIII in 13 
µl MQ. Vključek smo preko restrikcijskih mest SacI in HindIII ligirali v plazmid pET-28a, 
ki je imel vključen zapis za SCV2. Postopek restrikcije in ligacije je opisan v poglavju 3.2.1. 
 
Za dodajanje vključkov na N-konec SC, smo najprej, preko prekrivajočih se začetih 
oligonukleotidov sistema N (preglednica 2), z metodo hibridizacije pripravili fragment 
NcoI_His6_TEV_BamHI_NdeI. Tega smo nato preko restrikcijskih mest NcoI in NdeI 
ligirali v plazmid pET-28a, ki je imel vključen zapis za SCV2. Tako smo ustvarili sistem, 
kjer lahko preko restrikcijskih mest BamHI in NdeI vnašamo vključke na N konec SC ter 
lahko izraženemu proteinu z uporabo TEV proteaze odrežemo His6 oznako. 
 
Restrikcijska mešanica pomnožka D22 za pripravo konstrukta D22SCTEV je vsebovala 7 µl 
s PCR pomnoženega zaporedja s koncentracijo 178 ng/µl, 2 µl 10 × pufra CutSmart, 0,5 µl 
NdeI, 0,5 µl BamHI in 10 µl MQ. 
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Preglednica 2: Seznam genskih konstruktov ter pripadajočih začetnih oligonukleotidov z navedenimi 
temperaturami tališča in DNA matrico, ki smo jo uporabili pri reakciji PCR. 
3.2.2  Agarozna gelska elektroforeza 
Pri pripravi 1 % agaroznih gelov smo v 140 ml pufra TBE s segrevanjem raztopili ustrezno 
količino agaroze. Raztopino smo nato malo ohladili, ji dodali 10 µl etidijevega bromida, 
Genski 
konstrukt 
Nukleotidno zaporedje (5' – 3') Tm 
[°C] 
Matrica 
MGND_(G4S)3 F: TACATATGGGAAATGACGGATCCGGAGGAGGTGGAAGC 
GGAGGAGGTGGATCTGGAGG 
R: ATCCATGGAACCACCACCTCCAGATCCACCTCCTCCGCT 
TCCACCTCCTCCGGATCCG 
77 
 
79 
 
MGND_(G4S)3_ 
TEV 
F: TACATATGGGAAATGACGGATCCGGAGGAGGTGGAAGC 
GGAGGAGGTGGATCTGGAGGT 
R: TATCCATGGAGCCCTGGAAGTAAAGGTTTTCACCAC 
CCAGATCCACCTCCTCCG 
76 
 
76 
 
MG ΔN(2,3) CP F: AATCCATGGGGACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTA 
R: ATAAGCTTTCATCACATGTTCTTGACTCCAAGTAGAG 
67  
62 
pT7-7/CP 
PVY 
MGNDGSM 
ΔN9 CP 
F: AAACATATGGGCAACGATGGATCCATGGGTAGCACTAAG 
AAGGATGCAAAACAAGAGCAA 
R: ATAAGCTTTCATCACATGTTCTTGACTCCAAGTAGAG 
71 
 
62 
pT7-7/ 
ΔN9 CP PVY 
Melitin F: GTCATATGGGCATTGGCGCGATTCTGAAAGTG 
R: GCGGATCCCTGTTTGCGTTTGTTTTTAATCCAGC 
67 
65 
M1 
MGND_melitin F: ATCATATGGCAACGATGGCATTGGCGCGATTCTGAA 
R: GCGGATCCCTGTTTGCGTTTGTTTTTAATCCAGC 
64 
65 
M1 
MGND_Asp5 F: TATGGGCAACGATGATGATGATGATGATG 
R: GATCCATCATCATCATCATCATCGTTGCCCA 
59 
62 
 
MGND_Asn5 F: TATGGGCAACAACAACAACAACAACAACAACG 
R: GATCCGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGCCCA 
61 
63 
 
MGND_Leu5 F: TTCATATGGGCAACGATCTGCTGCTGCTGCTGGGATC 
R: GGATCCCAGCAGCAGCAGCAGATCGTTGCCCATATGAA 
70 
70 
 
MGND_His5 F: TATGGGCAACGATCATCATCATCATCATCACG 
R: GATCCGTGATGATGATGATGATGATCGTTGCCCA 
62 
64 
 
MGND_SpyTag F: TATGGGCAACGATGCCCACATCGTGATGGTGGACGCCTA 
CAAGCCGACGAAGG 
R: GATCCCTTCGTCGGCTTGTAGGCGTCCACCATCACGATG 
TGGGCATCGTTGCCCA 
76 
 
77 
 
SCV2 F: CGCCATATGGACTCGGCTACCCACATTAAAT 
R: CCCGAATTCTCATCAAATATGCGCATCTCC 
63 
62 
SCV2 
SCV3 F: CGCCATATGGACTCGGCTACCCACATTAAAT 
R: GTGACTGTCAACGGATGATGAGAATTCGCG 
63 
63 
SCV3 
SCD22 F: TATGAGCTCGGATCCGACCTGGGTAAGAAACTGCTG 
R: CCCAAGCTTTCATCAATTCAACTTTTGCAGGATTTC 
68 
62 
D22_ 
pProEXHTb 
D22SC F: TAACCATGGGACATCACCACCACCATCATGGATCCGACC 
TGGGTAAGAAACTGCTGGA 
R: CTCCATATGAAGCTTATTCAACTTTTGCAGGATTTCAGCC 
AGGTCCTCGTTACCGTT 
75 
 
71 
D22_ 
pProEXHTb 
Sistem N F: TTACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGATT 
ACGATATCCCAACGACC 
R: ATTCATATGCGAGGATCCCTGGAAGTAAAGGTTTTCGGT 
CGTTGGGATATCGTAATC 
73 
 
73 
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premešali ter jo vlili v kadičke za pripravo agaroznih gelov, da je se strdila v gel. Vzorcem, 
ki smo jih nanesli na gel, smo dodali 6 × nanašalni pufer (Gel loading Dye Purple brez 
NaDS) ter do končne 1 × koncentracije pufra dodali MQ. Na gel smo vedno nanesli še 
dolžinski standard Lambda DNA HindIII (λDNA / HindIII). Elektroforeza je potekala 40 
min pri stalni napetosti 100 mV. Po koncu elektroforeze smo z uporabo UV transiluminatorja 
vizualizirali DNA. 
3.2.3  Transformacija in gojenje kompetentnih celic ter izražanje proteinov 
Plazmide s pripravljenimi genskimi konstrukti smo najprej namnožili v 100 μl kompetentnih 
celic Escherichia coli DH5-α (predhodno pripravljene na Odseku za molekularno biologijo 
in nanobiotehnologijo (Kemijski inštitut, Ljubljana)). Celice so bile shranjene na -80 °C, 
zato smo jih najprej 5 min talili na ledu in jim nato dodali 1 μl plazmida (oziroma 5 µl 
plazmida, če smo transformirali ligacijsko mešanico), s pipetiranjem rahlo premešali in 
celice s plazmidom 30 min inkubirali na ledu. Po koncu inkubacije smo izvedli temperaturni 
šok tako, da smo celice za 90 sekund izpostavili 42 °C (vodna kopel) in jih nato takoj prenesli 
na led. Po petih minutah ohlajanja na ledu, smo transformiranim celicam dodali 500 μl 
tekočega gojišča LB in jih stresali 1 h pri 37 °C ter 145 vrt./min. Nagojene celice smo 
razmazali na trdno LB gojišče s kanamicinom in jih čez noč inkubirali pri 37 °C. Naslednji 
dan smo posamezne kolonije, ki so zrastle na gojišču, inokulirali v 10 ml tekočega LB 
gojišča, kateremu smo dodali kanamicin s končno koncentracijo 30 μg/ml in celice gojili 
preko noči v stresalniku pri 37 °C in 145 vrt./min. Iz prekonočnih kultur smo z Monarch 
Miniprep Plasmid Isolation Kit-om po navodilih proizvajalca izolirali plazmidno DNA. S 
testno restrikcijo (Poglavje 4.1) smo preverili prisotnost vključka. Tiste klone, ki so 
vsebovali vključek pravilne dolžine, smo poslali podjetju GATC Biotech oziroma Genwiz, 
da so jim določili nukleotidno zaporedje. 
 
Uspešno klonirane genske konstrukte smo izražali tako, da smo izolirano plazmidno DNA, 
po postopku opisanem zgoraj, transformirali v produkcijski sev E. coli BL21(DE3). 
Kolonije, ki so zrastle na trdnem gojišču, smo s cepilno zanko postrgali in jih prenesli v 10 
ml tekočega gojišča LB z dodatnim kanamicinom. Celice smo dve uri gojili v stresalniku 
(pri 37 °C in 145 vrt./min) in jih nato prenesli v 500 ml produkcijskega gojišča 2x YT s 5 
mM MgCl2, 2 mM CaCl2 in kanamicinom s končno koncentracijo 30 μg/ml ter jih stresali 
pri 30 °C in 145 vrt./min. Ko je celična kultura pri 600 nm dosegla optično gostoto (OD600) 
v območju 0,8 – 1,0 smo kulturo inducirali z IPTG (izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid) v 
končni koncentraciji 0,02 mM in z gojenjem celic nadaljevali preko noči pri 20 °C in 145 
vrt./min. Naslednji dan smo namnožene celice posedli z 10-minutnim centrifugiranjem pri 
4000 × g in 4 °C. V primeru, da z izolacijo nismo takoj nadaljevali, smo celice resuspendirali 
v 15 ml pufra 1 × PBS (sestava: 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 
mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4, jih ponovno 10 min centrifugirali pri 4000 × g in 4 
°C, zavrgli supernatant in pelet zamrznili pri -20 °C. 
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Za kasnejšo analizo smo tekom gojenja celične kulture odvzeli še vzorce pred in po indukciji 
(Poglavje 4.2). Celično kulturo smo posedli z 2-minutnim centrifugiranjem pri 16000 rpm 
in 4 °C ter zavrgli supernatant, pelet pa smo shranili za analizo z NaDS-PAGE.  
3.2.4  Izolacija in čiščenje 
Med izolacijo smo imeli vzorce vedno na ledu. Kromatografije so potekale pri sobni 
temperaturi, centrifugiranja pa pri 4 °C. 
3.2.4.1 Izolacija in čiščenje VLP 
Razbijanje celic s soniciranjem: Celice smo resuspendirali v 15 ml pufra 1 × PBS (1,47 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 
ter jih nato razbili z ultrazvokom, za kar smo uporabili ultrazvočni razbijalnik Ultrasonic 
Processor. Izbrali smo program 2 × 7 min, kjer pulz traja 1 sekundo, kateri sledita 2 sekundi 
premora, amplituda je bila 38 %. Lizat celic smo centrifugirali 40 min pri 20000 × g in 4 °C 
ter nato ločili supernatant in pelet. S supernatantom smo nadaljevali čiščenje, pelet pa smo 
shranili za namen analize z NaDS-PAGE. 
 
Razbijanje celic s Frenchevo prešo: Celični kulturi vzorcev MGND_melitin_CP in 
melitin_CP smo resuspendirali v 20 ml pufra 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 
4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom ter pH 7,4 in nato celice razbili s 
Frenchevo prešo EmulsiFlex-C5. Celično kulturo smo dali v komoro za vzorec, nastavili 
protitlak (80-100 psi) in začeli z razbijanjem celic. Protitlak smo sproti regulirali, da je bil 
ta med 5000 in 10000 psi. Naredili smo dve pasaži. Nato smo lizat celic centrifugirali 40 
min pri 20000 × g in 4 °C ter ločili supernatant od peleta. S supernatantom smo nadaljevali 
čiščenje, pelet pa smo shranili za namen analize z NaDS-PAGE. 
 
Precipitacija proteinov s PEG 8000 in NaCl: Supernatantu celičnega lizata smo dodali 
PEG 8000 (končna koncentracija: 4 % (m/V)) in NaCl (končna koncentracija: 0,5 M) in ga 
nato 30 min pri 4 °C na mešalu nežno mešali, da je raztopina postala motna. Sledilo je 30-
minutno centrifugiranje pri 14000 × g, da smo posedli oborjene proteine. Supernatant smo 
zavrgli, peletu pa smo dodali 3 ml pufra 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 
mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom ter pH 7,4 in oborjene proteine z rahlim 
mešanjem raztapljali preko noči pri 4 °C. Naslednji dan smo s centrifugiranjem pri 35000 × 
g za 20 min posedli vse neraztopljene delce in s čiščenjem nadaljevali s topno frakcijo, ki jo 
predstavlja supernatant. 
 
Ultracentrifugiranje na saharoznem gradientu: Za čiščenje VLP se največkrat uporablja 
metoda ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu. Najprej smo pripravili različne 
koncentracije saharoznih raztopin, ki smo jih uporabili pri pripravi gradienta. Zatehtano 
30 
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ustrezno količino saharoze (preglednica 3) smo raztopili v MQ in jo filtrirali preko filtrov z 
velikostjo por 0,22 μm. Nato smo pripravili gradient, tako da smo z brizgo v 
ultracnetrifugirke previdno nanašali po 2 ml 60 % (v/v), 50 % (v/v), 40 % (v/v), 30 % (v/v) 
in 1 ml 20% (v/v) ohlajene saharozne raztopine. Na vrh gradienta smo nanesli 1 ml vzorca 
in ultracentrifugirke zatalili. Po končanem šesturnem ultracentrifugiranju pri 36000 × g ter 
pri 4 °C, smo z gradienta pobirali frakcije po 1 ml. Frakcije, kjer smo z NaDS-PAGE potrdili 
prisotnost CP, smo združili in dializirali, da smo vzorcu odstranili saharozo. 
Preglednica 3: Zatehtane mase saharoze za pripravo 100 ml 20 – 60 % saharoznih raztopin. 
% (m/v) 20 30 40 50 60 
m saharoze [g] 20 30 40 50 60 
Dializa: Za dializo frakcij po ultracentrifugiranju smo uporabili dializno črevo z velikostjo 
por 12000-14000 Da. V primeru manjšega volumna vzorca smo uporabili dializne kasete z 
velikostjo por 10000 Da. Dializno črevo in kasete smo po navodilih proizvajalca najprej 
omočili v pufru. Vzorce smo dializirali proti 200 × volumnu pufra 1 × PBS (1,47 mM 
KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom, pH 7,4, pri 4 
°C ob stalnem mešanju z magnetnih mešalom. Pufer smo zamenjali trikrat. Na začetku, smo 
pufer zamenjali na tri ure, zadnja izmenjava pa je potekala preko noči. Pri nekaterih 
nadaljnjih analizah smo potrebovali vzorce v pufru brez soli, zato smo jih v tem primeru 
dializirali proti 15 mM fosfatnem pufru (12,15 mM Na2HPO4, 2,85 mM NaH2PO4) s pH 7,4. 
 
Koncentriranje: Za potrebe nadaljnjih analiz smo očiščene vzorce še skoncentrirali. Za 
VLP vzorce smo uporabili 15-mililitrske 100 kDa Amicon Ultra koncentratorje. Če so bile 
v vzorcu prisotne manjše proteinske nečistoče, je možno, da smo jih s postopkom 
koncentriranja še dodatno odstranili. 
 
Obarjanje proteinov s trikloroocetno kislino: Čistost vzorca preverimo tako, da vse 
proteine v vzorcu najprej skoncentriramo in jih nato nanesemo na NaDS-PAGE, s čimer 
vizualiziramo vse proteine, ki se nahajajo v vzorcu. Proteine skoncentriramo z obarjanjem s 
trikloroocetno kislino (TCA, angl. trichloroacetic acid). Ta obori vse prisotne proteine v 
vzorcu, katere nato resuspendiramo v majhnem volumnu. Sledi analiza vzorca z NaDS-
PAGE. 1 × volumen TCA smo dodali 4 × volumnu proteinskega vzorca in ju inkubirali 10 
min pri 4 °C. Vzorec smo nato 5 min centrifugirali pri 14 000 rpm pri 4 °C. Po končanem 
centrifugiranju smo supernatant zavrgli in peletu na dnu mikrocentrifugirke dodali 200 μl 
ohlajenega acetona. Vzorec smo znova centrifugirali 5 min pri 14 000 rpm in pri 4 °C ter 
supernatant zavrgli. Spiranje z acetonom smo ponovili še enkrat. Z 10-minutnem segrevanju 
vzorca pri 95 °C, smo peletu odstranili ves aceton ter nato vzorec pripravili za nanos na 
NaDS-PAGE. 
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    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
3.2.4.2 Izolacija in čiščenja SpyCatcher konstruktov ter konstruktov His5_CP in 
His5TEV_CP 
Razbijanje celic s soniciranjem: Celice, ki so izražale konstrukte SCV2, SCV3TEV, SCD22, 
SCD22TEV, D22SCTEV, His5_CP in His5TEV_CP smo razbili na enak način kot v postopku 
izolacije VLP. Postopek je opisan v poglavju 3.2.4.1, razbijanje celic s soniciranjem. 
 
Ni-afinitetna kromatografija: Genski konstrukti His5_CP, His5TEV_CP in SC so bili 
pripravljeni tako, da so na N-koncu vsebovali zapis za pet oziroma šest zaporednih histidinov 
(His6 oznaka). Tako smo jih lahko očistili preko nikelj afinitetne kromatografije (Ni-
afinitetna kromatografija), katere princip temelji na specifični afiniteti polihistidinske 
oznake do nikljevih ionov, vezanih na nosilec kolone. Po vezavi proteina na nosilec, ga s 
kolone eluiramo z imidazolom, ki se kompetitivno veže na nikljeve katione (Bornhorst in 
Falke, 2000). Uporabili smo 2-mililitrsko Ni-NTA kolono, ki je bila vpeta v kromatografski 
sistem Äkta FPLC. Črpalka A je črpala pufer 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 
4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4, črpalka B pa je črpala pufer 1 
× PBS s 5 % glicerolom, ki smo mu dodali imidazol s končno koncentracijo 300 mM. Ni-
NTA kolono smo najprej ekvilibrirali s pufrom 1 × PBS s 5 % glicerolom, s pH 7,4. Med 
tem smo celični lizat prefiltrirali čez filter za brizge z velikostjo por 0,22 μm. Ko se je 
vrednost prevodnosti na koloni ustalila, kar je pomenilo, da se je kolona ekvilibrirala, smo 
na kolono nanesli vzorec. Pri tem smo uporabili stekleni valj v katerega smo prenesli vzorec 
in ga potem vpeli v kromatografski sistem. Po nanosu vzorca na kolono, smo kolono najprej 
spirali s pufrom 1 × PBS s 5 % glicerolom (pH 7,4). Na tej točki smo na grafu opazili, da so 
se s kolone spirali proteini, ki se niso vezali na kolono. Nevezano frakcijo smo zbirali, da v 
primeru neuspešne vezave proteina na kolono, nismo izgubili vzorca. Ko je absorbanca pri 
valovni dolžini 280 nm (A280) padla proti nič, smo kolono začeli spirati s pufrom, ki je 
vseboval 45 mM imidazol (15 % deleža pufra v katerem je bila črpalka B). Ko je A280 znova 
padla proti nič, smo kolono začeli spirati s 150 mM imidazolom (50 % deleža pufra v 
katerem je bila črpalka B) ter nato še s 300 mM imidazolom (100 % deleža pufra v katerem 
je bila črpalka B). Pri vsaki stopnji spiranja kolone smo zbirali frakcije. V katerih frakcijah 
se je nahajal rekombinantni protein smo preverili z NaDS-PAGE. 
 
Gravitacijska Ni-afinitetna kromatografija: To metodo smo uporabili za čiščenje 
proteinov po rezanju s TEV proteazo. TEV proteaza ima His6 oznako in se tako, skupaj s 
proteini, katerim proteaza ni odrezala His6 oznake, veže na NiNTA matriks. V gravitacijske 
kolone smo odpipetirali NiNTA agarozni matriks (Qiagen) s kapaciteto vezave 5 mg/ml. 
Matriks smo najprej ekvilibrirali s pufrom 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 
mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 ter mu nato dodali vzorec. Vzorec 
ter matriks smo 30 min rahlo mešali pri 4 °C, da so se polihistidinski ostanki vezali na 
matriks. Nato smo začeli z zbiranjem frakcij. Najprej smo lovili nevezano frakcijo, kjer so 
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se eluirali proteini, ki so imeli odrezano stran His6 oznako. Po spiranju matriksa s 300 mM 
imidazolom, pa se je eluirala TEV proteaza ter proteini, katerim je še ostala His6 oznaka. 
 
Dializa: Frakcije po Ni-afinitetni kromatografiji, v katerih se je nahajal naš protein smo 
dializirali proti pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 
mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4, da smo vzorcem odstranili imidazol. Postopek je enak 
kot pri dializi VLP. Uporabili smo dializne kasete z velikostjo por 10 kDa. Za namene 
nadaljnjih analiz smo vzorec dializirali tudi proti 15 mM fosfatnem pufru (sestava: 12,15 
mM Na2HPO4, 2,85 mM NaH2PO4) s pH 7,4. 
 
Gelska izključitvena kromatografija: Gelsko izključitveno kromatografijo uporabljamo 
za ločevanje proteinov na podlagi njihove velikosti in ne na podlagi interakcij s stacionarno 
fazo. Nosilec predstavlja porozen material s porami različnih velikosti. Molekule, ki so 
prevelike, da bi vstopile v pore, se eluirajo v prostem volumnu kolone. Manjši kot so 
proteini, kasneje se bodo sprali s kolone, saj se ti dalj časa zadržujejo v porah (Mori in Barth, 
1999).   
 
Na podlagi količine proteinov, pridobljenih po Ni-afinitetni kromatografiji smo pri čiščenju 
z gelsko izključitveno kromatografijo uporabili 24-mililitrsko kolono z nosilcem Superdex 
75 10/300, ki je optimalna za ločevanje molekul z molekulsko maso od 3000 – 70 000 kDa. 
Zaradi večjega izkoristka izolacije SCV3_HisX in SCD22_HisX smo pri čiščenju uporabili 
120-mililitrsko kolono HiLoad 16/600 Superdex 75. Kolono vpeto v kromatografski sistem 
Äkta FPLC smo najprej spirali s pufrom 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 
mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 ter jo tako ekvilibrirali. Ko smo na 
grafu opazili, da se je vrednost prevodnosti ustalila, smo na kolono s pomočjo zanke nanesli 
vzorec. Ko smo opazili naraščanje absorbance A280, smo začeli zbirati frakcije, katere smo 
nadalje analizirali z NaDS-PAGE.  
 
Slika 13: Elucijski profil kolon, podan s strani proizvajalca. Označeni vrhovi s številkami od 1 – 5, predstavljajo 
volumen pri katerem so se s kolone sprali proteini. (A) Kolona Superdex 75 10/300 GL. 1: BSA (M 67 000 Da) 8 
mg/ml, 2: Ovalbumin (M 43 000 Da) 2,5 mg/ml, 3: Ribonukleaza A (M 13 700 Da) 5 mg/ml, 4: Aprotinin (M 6512 
Da) 2 mg/ml, 5: Vitamin B12 (M 1355 Da) 0,1 mg/ml (GE Healthcare …, 2014). (B) Kolona HiLoad 16/600 
Superdex 75 prep grade. Pretok 1 ml/min. 1: Mioglobilin (M 17 000 Da) 1,5 mg/ml, 2: Ovalbumin (M 44 000 Da) 5 
mg/ml, 3: Človeški serumski albumin (M 66 000 Da) 5 mg/ml, 4: IgG (M 158 000 Da) 0,2 mg/ml, 5: Feritin (M 440 
000 Da) 0,24 mg/ml (GE Healthcare …, 2011). 
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Koncentriranje: Proteine SC smo koncentrirali s 15-mililitrskimi 10 kDa Amicon Ultra 
koncentratorji. 
3.2.5  Metode za opredelitev lastnosti virusom podobnih delcev 
3.2.5.1 UV-VIS spektrometrija  
Koncentracije proteinov v vzorcih smo določili z Beer-Lambertovim zakonom. Absorbanco 
A280 smo izmerili s spektrofotometrom oziroma z napravo NanoDrop1000. Ekstinkcijske 
koeficiente pa smo pridobili z bioinformacijskim orodjem ProtParam 
(https://web.expasy.org/protparam/). Dolžina optične poti spektrofotometra je 1 cm, naprava 
NanoDrop1000 pa ima optično pot dolžine 1 mm. Izračunani ekstinkcijski koeficienti in 
molekulske mase so prikazane v preglednici 4. 
Preglednica 4: Ekstinkcijski koeficienti ( ) in molekulske mase (M) proteinskih konstruktov, izračunane z 
bioinformacijskim orodjem ProtParam, na podlagi sekvenc, ki so podane na slikah 11 in 12. 
Proteinski konstrukt M [Da] 
MG ΔN(2,3) CP 0,974 32231 
MGNDGSM ΔN9 CP 1,015 30924 
Asp5_CP 0,935 31981 
Asn5_CP 0,932 32089 
Leu5_CP 0,936 31972 
His5TEV_CP 0,952 32973 
ST_CP 0,948 33123 
STTEV_CP 0,975 33743 
SCV2 0,913 12600 
SCV3TEV 1,265 11839 
SCD22 0,387 29642 
SCD22TEV 0,424 30524 
D22SCTEV 0,469 33948 
3.2.5.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS-PAGE) 
NaDS-PAGE je metoda, ki omogoča ločevanje proteinov na osnovi molekulskih mas. Z njo 
lahko pridobimo tudi oceno o molekulski masi proteina. Vzorcem pri pripravi za NaDS-PGE 
analizo dodamo natrijev dodecilsulfat (NaDS), detergent, ki proteine denaturira in jih 
obenem negativno nabije. Za ločbo proteinov uporabljamo poliakrilamidni gel, skozi 
katerega teče električni tok. Negativno nabiti proteini tako potujejo od negativno nabite 
katode proti pozitivno nabiti anodi in se ločijo na podlagi velikosti. Proteini z manjšo 
molekulsko maso potujejo hitreje kot proteini z večjo molekulsko maso (Garfin, 2003). 
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Očiščenim vzorcem ter vzorcem supernatanta lizatov smo pri pripravi za nanos na NaDS-
PAGE dodali ustrezen volumen 4 × nanašalnega pufra (NuPAGE® SDS Sample Buffer (4 
x)) in 1 μl 0,5 M DTT (ditiotreitol), s katerim smo reducirali morebitne disulfidne vezi 
prisotne v vzorcu. Po potrebi smo do 1 × koncentracije nanašalnega pufra vzorcu dodali še 
MQ. Vzorce peleta lizatov smo pripravili na enak način, le da smo najprej postrgali del peleta 
in ga resuspendirali v 100 μl pufra 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM 
Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5% gilcerolom in pH 7,4. Pri pripravi vzorcev pred in po indukciji 
pa smo celicam dodali 30 μl MQ, 20 μl nanašalnega pufra in 10 μl DTT. Pred nanosom na 
NaDS-PAGE gel smo vse vzorce vorteksirali in 5 min segrevali pri 95 °C. Na gel smo poleg 
vzorcev vedno nanesli tudi standard molekulskih mas Novex®Sharp Unstained Protein 
Standard oziroma PAGE RULER Broad Range Unstained Protein Ladder. 
 
Za analizo vzorcev z NaDS-PAGE smo uporabljali 4-12 % poliakrilamidne NuPAGE® 
Novex® Bis-Tris Mini gele z dvanajstimi žepki, katere smo vpeli v elektroforezni sistem 
XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System. Geli so bili potopljeni v 
elektroforezni pufer NuPAGE® MES SDS Running Buffer. Elektroforeza je potekala 40 
min pri konstantni napetosti 200 mV. Sledil je postopek barvanja gelov, pri katerem smo 
najprej gele spirali z MQ, tako da smo jih v mikrovalovni pečici segrevali do vretja, nato pa 
MQ zavrgli. Ta postopek smo ponovili trikrat. Gelu smo nato dodali barvilo Simply Blue™ 
SafeStain, ki smo ga prav tako segrevali. Gel smo v ogretem barvilu pri rahlem mešanju 
inkubirali 15 min, da se je obarval. Sledilo je spiranje barvila z MQ, razbarvan gel pa smo 
slikali. Tekom raziskovalnega dela smo vse NaDS-PAGE gele zapakirali v vrečke in jih 
shranili pri 4 °C. 
3.2.5.3 Cirkularni dikroizem  
Metoda cirkularnega dikroizma (CD, angl. circular dichroism) deluje na principu neenake 
absorpcije levo in desno sučne polarizirane svetlobe. Z njo lahko na podlagi CD spektra 
določimo vsoto vseh prisotnih sekundarnih struktur v vzorcu, kar je predvsem uporabno za 
določevanje pravilnega zvitja rekombinantnih proteinov. Za strukturo alfa vijačnice je 
značilen CD spekter z dvema minimumoma (eden pri valovni dolžini 222 nm in drugi pri 
208 nm) ter enim maksimumom pri valovni dolžini 193 nm. Proteini s prevladujočo zgradbo 
antiparalelnih beta ploskev imajo na CD spektru en minimum pri 218 nm ter en maksimum 
pri 195 nm, na CD spektru neurejenih proteinov pa vidimo izrazit minimum pri 195 nm 
(Slika 14) (Greenfield, 2007). 
 
Za analizo vzorcev s CD je bilo potrebno vzorce najprej dializirati proti 15 mM fosfatnemu 
pufru s sestavo 12,15 mM Na2HPO4, 2,85 mM NaH2PO4 in pH 7,4, da prisotnost soli ni 
motila meritev. V stekleno kvarčno kiveto smo odpipetirali 400 μl vzorca s koncentracijo 
0,08 – 0,1 mg/ml. Kiveto smo vstavili v Chirascan CD Spectrometer ter izvedli meritev. 
Meritve smo izvajali v območju valovnih dolžin 195 – 250 nm z 0,5 nm korakom, v desetih 
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ponovitvah in pri temperaturi 20 °C. Optična pot je bila 1 mm. Rezultate smo analizirali s 
programom Chirascan. 
 
Slika 14: CD spektri značilni za sekundarne strukture. Modra krivulja prikazuje CD spekter proteina s pretežno 
sekundarno strukturo alfa vijačnice, rdeča krivulja prikazuje CD spekter proteina s pretežno beta strukturami, 
zelena krivulja pa prikazuje spekter proteina z neurejeno sekundarno strukturo (prirejeno po Wei in sod., 2014). 
3.2.5.4 Presevna elektronska mikroskopija 
Pri presevni elektronski mikroskopiji (TEM) uporabljamo elektronski mikroskop. Ta deluje 
po enakem principu kot običajni svetlobni mikroskop, le da tu vzorec namesto z vidno 
svetlobo osvetljujemo s snopom elektronov (Reimer, 2013). 
 
Vzorce očiščenih VLP smo v pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM 
Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 redčili do koncentracije 0,2 mg/ml in 
jih odnesli na oddelek za biotehnologijo in sistemsko biologijo na Nacionalnem inštitutu za 
biologijo (Ljubljana). Tam so z metodo negativnega kontrastiranja (NS, angl. negative 
staining) z uranil acetatom pripravili mrežice in z uporabo presevnega elektronskega 
mikroskopa Philips CM100 pri napetosti 80 kV posneli mikrografije. 
3.2.5.5 Krio-elektronska mikroskopija 
Krio-elektronska mikroskopija (krio-EM, angl. cryogenic electron microscopy) je metoda, 
ki se uporablja predvsem za določevanje strukture biološkim makromolekulam pri visoki 
ločljivosti, saj omogoča, da vzorce, ki so med meritvijo vzdrževani pri temperaturi tekočega 
dušika, opazujemo v naravni obliki. Razvoj te tehnologije je omogočil, da so raziskovalci z 
uporabo krio-EM, razrešili strukture nekaterih virusov. V zadnji letih je pri krio-EM prišlo 
do velikega napredka predvsem zaradi velikih razvojev na področju prenosne elektronske 
mikroskopske optike, programske opreme za analizo podatkov ter novih detektorjev (Bai in 
sod., 2015). 
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Vzorci za pripravo mrežic so bili pripravljeni v pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM 
NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s pH 7,4. Koncentracija vzorcev na mrežicah je bila 
območju 0,7 – 1 mg/ml. Analizo s krio-EM in zajem podatkov smo opravili na odseku za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu (Ljubljana). Vzorce na 
mikroskopski mrežici Quantifoil R2/2 smo zamrznili s pomočjo vitrobota Mk IV v tekočem 
etanu pri -180 °C. Vzorec na zamrznjenih mrežicah smo posneli s krio-elektronskim 
mikroskopom Glacios (FEI) pri napetosti 200 V, opremljenim z direktnim detektorjem 
elektronov Falcon III (FEI). Vzorec smo posneli pri 73000 x povečavi v rangu od -2 do -4 
µm defokusa. Celotna doza elektronov skozi vzorec je bila okoli 40 e-/Å2.  
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4    REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1  PRIPRAVA GENSKIH KONSTRUKTOV CP PVY in SC 
Za vnašanje različnih vključkov na N-končno regijo CP smo uporabili oba sistema, pri čemer 
smo vključke vstavljali pred zapis za povezovalec.  
4.1.1  Vpliv zaporedja MGND (MG ΔN(2,3) CP in MGNDGSM ΔN9 CP) 
Aminokislinsko zaporedje, shematski prikaz ter načrt za pripravo genskih konstruktov je 
podrobneje opisan v poglavju 3.2.1.1. Agarozne gele testne restrikcije konstruktov MG 
ΔN(2,3) CP ter MGNDGSM ΔN9 CP rezanih z NdeI in HindIII vidimo na slikah 15A ter 
15B. Na sliki vidimo dve ločeni lisi pri obeh konstruktih. DNA fragment pri velikosti 800 
bp pripada CP, (MG ΔN(2,3) CP ima 801 bp, MGNDGSM ΔN9 CP pa 786 bp), lise pri 
velikost 5245 bp ustrezajo velikosti plazmida pET-24a, ki ima ven izrezano sekvenco 
plaščnega proteina. 
 
Slika 15: Testna restrikcija konstruktov MG ΔN(2,3) CP in MGNDGSM ΔN9 CP. Na sliki sta prikazana 
agarozna gela elektroforeze. Številke (1-4) označujejo različne klone konstrukta, M predstavlja standard 
velikosti λDNA/HindIII. V rdečem okvirju so označene lise, ki ustrezajo velikosti inserta. 
4.1.2  Sistema MGND_(G4S)3_CP in MGND_(G4S)3_TEV_CP 
Načrt priprave genskih konstruktov je podrobneje opisan v poglavju 3.2.1.2, kjer sta sistema 
tudi shematsko prikazana. Ligacijo vključka v vektor pET24-a smo preverili s testno 
restrikcijo tako, da smo konstrukta rezali z NdeI in HindIII. Na agaroznih gelih testne 
restrikcije (Slika 16) tako vidimo dve lisi pri obeh konstruktih. Zgornja pripada vektorju 
pET24-a, ki ima sekvenco za genski konstrukt sistem MGND_(G4S)3_CP oziroma 
MGND_(G4S)3_TEV_CP izrezano ven (5245 bp). Spodnje pa ustrezajo velikosti vključkov 
MGND_(G4S)3_CP (862 bp) ter MGND_(G4S)3_TEV_CP (883 bp). 
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Slika 16: Agarozni gel testne restrikcije sistema MGND_(G4S)3_CP (A) in MGND_(G4S)3_TEV_CP (B). 
Številke 1-4 označujejo klone konstrukta, M predstavlja dolžinski standard λDNA/HindIII. V rdečem okvirju 
so lise, ki ustrezajo velikosti izrezane sekvence. Neoznačene jamice pripadajo drugim vzorcem. 
4.1.3  Melitin_CP in MGND_melitin_CP  
Priprava genskih konstruktov je podrobneje opisana v poglavju 3.2.1.3, kjer sta tudi 
shematsko prikazana. Uspešnost ligacije pridobljenih genskih konstruktov smo preverjali s 
testno restrikcijo (Slika 17) tako, da smo plazmid pET24-a v katerega vključili zapis za 
melitin_CP in MGND_melitin_CP rezali z NdeI in HindIII. Lise na agaroznem gelu 
ustrezajo velikosti zaporedja fuzijskega CP (950 bp) in plazmida, ki ima to sekvenco 
izrezano ven (5245 bp). 
 
Slika 17: Gel agarozne elektroforeze testne restrikcije konstruktov MGND_melitin_CP (kloni 1-4) in 
melitin_CP (kloni 1-4). M predstavlja dolžinski standard λDNA/HindIII. V rdečem okvirju so lise, ki ustrezajo 
velikosti izrezane sekvence. 
4.1.3  Vključki pentapeptidnih aminokislinskih zaporedij 
Shematski prikaz in načrt za pripravo genskih konstruktov je podrobneje opisan v poglavju 
3.2.1.4. Testna restrikcija rezanega plazmida pET-24a (5245 bp) z NdeI in HindIII je 
prikazana na sliki 18, kjer na gelu vidimo lise pri velikosti 880 bp, ki pripadajo konstruktom, 
navedenim nad jamicami. 
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Slika 18: Agarozna gelska elektroforeza testne restrikcije konstruktov His5TEV_CP, His5_CP, Asp5_CP, 
Asn5_CP in Leu5_CP. M predstavlja dolžinski standard λDNA/HindIII. V rdečem okvirju so lise, ki ustrezajo 
velikosti insertov. 
4.1.4  SpyTag/SpyCatcher 
Vstavljanje genskega zapisa za ST (SpyTag), ki ga kodira aminokislinsko zaporedje 
AHIVMVDAYKPTK, na N-končno regijo CP, je potekalo na enak način kot pri manjših 
vključkih in je opisano v poglavju 3.2.1.4. Tam najdemo tudi aminokislinsko zaporedje 
konstruktov in njihov shematski prikaz (Slika 11). Na sliki 19 vidimo agarozni gel testne 
restrikcije, kjer smo plazmid rezali z NdeI in HindIII. Lisi pri 5245 bp pripadajo plazmidu 
pET-24a, ki ima izrezan vključek ST_CP (900 bp) oziroma STTEV_CP (921 bp). 
 
Slika 19: Gel agarozne elektroforeze testne restrikcije konstruktov ST_CP in STTEV_CP. Vključka sta 
označena z rdečim okvirjem. M predstavlja dolžinski standard λDNA/HindIII. 
Pripravili smo dve različici SpyCather-ja (SC), in sicer daljšo V2 in krajšo V3 (Slika 12). 
Priprava genskih konstruktov ter njihov shematski prikaz najdemo v poglavju 3.2.1.5. 
Zaporedji smo pomnožili z metodo PCR (Slika 20A in 20B) in dobljena pomnožka vstavili 
v ogrodje plazmida pET-28a, katerega smo rezali z NdeI in EcoRI (Slika 20C). 
 
SCV2 smo preko genske fuzije na 5' ali 3'-konec zaporedja dodali zapis za DARPin 22 
(D22). Zaporedje D22 smo z začetnimi oligonukleotidi najprej pomnožili s PCR (Slika 20B). 
Priprava SCD22, SCD22TEV in D22SCTEV genskih konstruktov je podrobneje opisana v 
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poglavju 3.2.1.5, kjer na sliki 12 najdemo tudi aminokislinsko zaporedje ter shematski prikaz 
vseh SC konstruktov. 
 
Za dodajanje vključkov na N-konec SC, smo najprej pripravili nov sistem, ki nam omogoča 
vnos različnih zaporedij preko restrikcijskih mest BamHI in NdeI (postopek opisan v 
poglavju 3.2.1.5). V novi sistem smo preko restrikcijskih mest BamHI ter NdeI vstavili 
sekvenco D22 in tako pripravili genski konstrukt D22SCTEV. 
 
Vektor pET-28a že ima na 5'- koncu poliklonskega mesta zapis za His6 oznako, ki smo jo 
preko ligacije vključka v vektor dodali vsem konstruktom SC. Izjema je bil D22SCTEV, 
kateremu smo His6 oznako in TEV cepitveno mesto na 5'-konec vstavili preko začetnega 
oligonukleotida. Želeli smo narediti konstrukte, kjer bi lahko His6 oznako odcepili, zato smo 
kot vektor uporabili pET-28a, ki ima za His6 oznako zaporedje prepoznavnega mesta za TEV 
proteazo. 
 
Slika 20: Geli agarozne elektroforeze PCR produktov SCV3 (A), SCV2 in D22 (B) ter z NdeI in EcoRI rezan 
vektor pET-28a (C). M predstavlja dolžinski standard λDNA/HindIII. 
4.2  IZRAŽANJE PROTEINOV, PREVERJANJE TOPNOSTI, IZOLACIJA IN 
ČIŠČENJE 
Z metodo NaDS-PAGE smo preverili izražanje ter topnost proteinov. Če se je protein 
pretežno nahajal v topni frakciji (v supernatantu), smo nadaljevali z izolacijo in čiščenjem. 
Supernatant celičnega lizata plaščnih proteinov smo najprej obarjali s PEG 8000 ter NaCl 
ter jih nato preko noči raztapljali v 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM 
Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4. Raztopljene vzorce smo nanesli na 
saharzoni gradient in jih ultracentrifugirali. Natančnejši postopek je opisan v poglavju 
3.2.4.1, shematsko pa je postopek čiščenja prikazan na sliki 21. Proteine označene s 
polihistidinsko oznako pa smo očistili preko Ni-afinitetne kromatografije (postopek opisan 
v poglavju 3.2.4.2, Ni-afinitetna kromatografija). 
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Slika 21: Shematski prikaz korakov izolacije VLP. 
Izrazito izražanje proteina potrdimo s prisotnostjo intenzivne lise pri pričakovani velikosti 
na NaDS-PAGE gelu pri vzorcu po indukciji. Če se protein ne izraža dobro, je intenziteta te 
lise primerljiva z liso vzorca pred indukcijo. Teoretična molekulska masa CP je 29,5 kDa, 
vendar so že Kalnciema in sod. (2012) predhodno pokazali, da na NaDS-PAGE CP potuje 
drugače, pri čemer na gelu opazimo liso pri velikostih med 30 kDa in 40 kDa (Slika 22, 
zelena puščica). Tekom izolacij ter pri očiščenih CP vidimo tudi lise pri 27 kDa (Slika 22, 
oranžna puščica), ki pripada CP z delno razgrajeno N-končno regijo (Kežar in sod., 2019). 
V vseh vzorcih, izoliranih preko metode ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu, je 
stalno prisotna tudi lisa pri molekulski masi 40 kDa (Slika 22, modra puščica). 
 
Slika 22: NaDS-PAGE gel očiščenega vzorca WT CP. Modra puščica označuje liso pri 40 kDa, zelena označuje 
CP cele dolžine, oranžna pa CP z maso 27 kDa, ki pripada CP z delno razgrajenim N-koncem. 
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4.2.1  Vpliv zaporedja MGND (MG ΔN(2,3) CP in MGNDGSM ΔN9 CP) 
Oba konstrukta sta se dobro izražala in sta bila po lizi celic v večini prisotna v topni obliki 
(Slika 23A). Uspešnost obarjanja CP s PEG 8000 potrdimo z odsotnostjo lise, ki ustreza 
masi CP, pri vzorcu supernatanta po obarjanju s PEG 8000 (Slika 23B, stolpec PS). Oborjene 
vzorce raztopimo v 1 × PBS s 5 % glicerolom in pH 7,4 ter jih ultracentrifugiramo. Če se 
plaščni proteini sestavijo v filamente, so slednji grajeni iz več tisoč kopij CP in se ujamejo 
v težje frakcije saharoznega gradienta (50 – 60 % v/v saharoze). Na podlagi slike 23 lahko 
sklepamo, da so CP konstruktov MG ΔN(2,3) CP in MGNDGSM ΔN9 CP v topni obliki in 
najverjetneje tvorijo filamente. To smo kasneje potrdili s TEM, kjer smo v obeh vzorcih 
videli nitke podobne WT CP (Poglavje 4.3.2, slika 38). Rezultati nakazujejo, da aminokislini 
ND (iz ohranjenega tripleta GND) z N-konca plaščnega proteina, nista ključni za nastanek 
filamentov pri CP PVY.  
 
Kežar in sod. (2019) so pripravili konstrukt ΔN9 CP, vendar le-ta ni imel dodanega MGND 
zaporedja na začetek N-konca CP in se je po lizi celic v večini nahajal v netopni frakciji. Z 
uvedbo zaporedja MGND na začetek N-končne regije ΔN9 CP, pa smo mi uspeli proizvesti 
stabilne ΔN9 CP VLP, kar potrjuje domnevo, da ima to zaporedje vlogo pri povezovanju CP 
v filamente, predpostavljeno s strani Kalnciema in sod. (2012). 
 
Po ultracentrifugiranju smo na podlagi NaDS-PAGE, pri obeh vzorcih združili frakcije F8-
F10, jih dializirali proti pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 
2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 ter jih skoncentrirali. Po koncentriranju smo 
vzorcem pomerili absorbanco pri 260 in 280 nm (A260/280). Absorbance A280 ter razmerja 
A260/A280 po končanem koncentriranju vsakega fuzijskega CP so zbrani v preglednici 5. 
  
Slika 23: Preverjanje topnosti ter čiščenje konstruktov MG ΔN(2,3) CP in MGNDGSM ΔN9 CP. (A) NaDS-
PAGE gel celičnih lizatov celic E.coli seva BL21(DE3). Vzorci: M - standard molekulskih mas, 1 - vzorec 
pred indukcijo z IPTG, 2 - po indukciji, S - supernatant lizata, P - pelet lizata. Z rdečim okvirjem so označene 
lise CP. (B) NaDS-PAGE geli prikazujejo frakcije (F6-10), zbrane po ultracentrifugiranju na saharoznem 
gradientu. S - supernatant lizata, PS - supernatant po obarjanju s PEG 8000 in NaCl, PU - pred 
ultracentrifugiranjem. 
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4.2.2  Sistema MGND_(G4S)3_CP in MGND_(G4S)3_TEV_CP 
Po indukciji z IPTG sta se oba fuzijska proteina dobro izražala ter sta se po lizi celic nahajala 
v topni frakciji celičnega lizata (Slika 24A). Supernatant lizata sistema 
MGND_(G4S)3_TEV_CP smo poslali na TEM, z vzorcem sistema MGND_(G4S)3_CP pa 
smo nadaljevali čiščenje. Frakcije ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu so prikazane 
na sliki 24B. Protein se je v večji meri nahajal v težjih frakcijah pri 50 – 60 % v/v saharoze. 
Frakcije 7-9 smo združili, jih dializirali ter nato koncentrirali. NaDS-PAGE očiščenega 
proteina je prikazan na sliki 24C. Na mikrografijah posnetih s TEM (Slika 38) smo v 
očiščenem vzorcu MGND_(G4S)3_CP ter v lizatu supernatanta MGND_(G4S)3_TEV_CP 
videli dolge nitaste strukture, ki so bile podobne nitkam divjega tipa. Kar pomeni, da sta oba 
sistema primerna za vnašanje tujih zaporedij na N-konec plaščnega proteina. 
 
Slika 24: Preverjanje topnosti ter čiščenje sistema MGND_(G4S)3_CP in MGND_(G4S)3_TEV_CP . (A) 
NaDS-PAGE gela celičnih lizatov celic E.coli seva BL21(DE3). Vzorci: M - standard molekulskih mas, 1 - 
vzorec pred indukcijo z IPTG, 2 - po indukciji, S - supernatant lizata, P - pelet lizata. Z rdečim okvirjem so 
označene lise CP. Neoznačene jamice pripadajo drugim vzorcem. (B) NaDS-PAGE gel prikazuje frakcije (F1-
9), zbrane po ultracentrifugiranju na saharoznem gradientu, PU – vzorec pred ultracentrifugiranjem. (C) NaDS-
PAGE gel očiščenega vzorca MGND_(G4S)3_CP. 
4.2.3  Melitin_CP in MGND_melitin_CP  
Površino VLP smo najprej želeli okrasiti z manjšim peptidom. Melitin smo preko genske 
fuzije dodali na N-končno regijo CP ter ga tako želeli izpostaviti na površini filamenta. Pri 
obeh vključkih (MGND_melitin_CP in melitin_CP) vidimo zelo intenzivno liso v peletni 
frakciji lizata (Slika 25A). Oba fuzijska CP se izražata, vendar sta slabše topna. Ne vidimo 
razlik v topnosti med konstruktoma. Želeli smo se prepričati, da razlog za slabšo topnost 
proteina ni bila slaba izolacija, zato smo izolacijo ponovili. Pri ponovni izolaciji smo celice, 
namesto soniciranja, razbili s Frenchevo prešo, z in brez prisotnosti 1M NaCl, kar prikazuje 
slika 25B. Ker se je CP še vedno nahajal pretežno v netopni frakciji, z nadaljnjim čiščenjem 
in izolacijo nismo nadaljevali.  
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Melitin je toksični peptid, prisoten v strupu čebele Apis mellifera. V lipidnem dvosloju tvori 
kanale ter tako poruši integriteto celične membrane in se lahko uporablja kot protimikrobno 
sredstvo (Chen in sod., 2020). Poleg monomerne oblike, melitin lahko tvori tudi dimere ter 
tetramere. Konformacijsko in agregacijsko stanje melitina v raztopini je odvisno od več 
dejavnikov, ki vključujejo koncentracijo peptida, ionsko jakost ter pH (Terra in sod., 2007). 
Razlog za slabšo topnost konstruktov MGND_melitin_CP ter melitin_CP, bi tako lahko bil 
v povezovanju melitinskih vključkov v oligomerne oblike ali pa sama hidrofobna narava 
melitina. 
  
Slika 25: Preverjanje topnosti celičnih lizatov E.coli BL21 (DE3) vzorcev MGND_melitin_CP in melitin_CP. 
(A) NaDS-PAGE gel, kjer smo celice razbili s soniciranjem. Nanos vzorcev: M - standard molekulskih mas, 1 
- vzorec pred indukcijo, 2 - vzorec po indukciji, S - supernatant lizata, P - pelet lizata. V rdečih okvirjih so 
frakcije, kjer se nahaja največ proteina z melitinskim vključkom. (B) NaDS-PAGE gel, kjer smo celice razbili 
s Frenchevo prešo. S* - supernatant lizata celic resuspendiranih v 20 ml pufra 1 × PBS s 5 % glicerolom in pH 
7,4, kateremu smo dodali 2 ml 1 M NaCl, P* - pelet lizata, kjer smo celice resuspendirali v 20 ml pufra 1 × 
PBS s 5 % glicerolom in pH 7,4 , kateremu smo dodali 2 ml 1 M NaCl. 
4.2.4  Vključki pentapeptidnih aminokislinskih zaporedij 
S pripravo fuzijskih CP, ki so imeli na N-končni regiji dodana aminokislinska zaporedja 
petih enakih aminokislin, smo preverili vpliv kemijske narave aminokislinskega vključka na 
sposobnost sestavljanja posameznih CP enot v filamente. 
 
Na sliki 26A vidimo, da so se vsi fuzijski CP v zadostni meri izražali. Pri vseh vključkih se 
lisa skupnega CP konstrukta večinoma nahaja v topni frakciji lizata. Asn5_CP, Asp5_CP ter 
Leu5_CP smo očistili preko ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu (Slika 26B), 
His5_CP pa z uporabo Ni-afinitetne kromatografije, pri čemer so rezultati slednje 
predstavljeni v poglavju 4.4.  
 
V poglavju 4.2.3 smo želeli proizvesti CP v fuziji z melitinom, vendar smo bili pri tem 
neuspešni (Slika 25). Kot enega izmed možnih vzrokov za netopnost proteina, smo navedli 
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hidrofobno naravno melitina. Z levcinskimi ponovitvami na N-končni regiji CP pa smo 
pokazali, da krajši hidrofobni peptid ne vpliva na topnost CP.   
 
Slika 26: Preverjanje topnosti vzorcev His5_CP, Asn5_CP, Leu5_CP in Asp5_CP ter čiščenje vzorcev 
Asn5_CP, Leu5_CP in Asp5_CP. (A) NaDS-PAGE geli celičnih lizatov celic E.coli seva BL21(DE3). Nanos 
vzorcev: M - standard molekulskih mas, 1 - vzorec pred indukcijo z IPTG, 2 - po indukciji, S - supernatant 
lizata, P - pelet lizata. Z rdečim okvirjem so označene lise, ki pripadajo fuzijskim CP. (B) NaDS-PAGE geli 
prikazujejo vzorce frakciji (F5-11), zbrane po ultracentrifugiranjem na saharoznem gradientu, S - supernatant 
lizata, PS - supernatant po obarjanju s PEG 8000 in NaCl, PU - pred ultracentrifugiranjem. 
Pri vseh vzorcih smo združili frakcije  F8-F11 in jih dializirali proti pufru 1 × PBS (1,47 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4, 
vzorce skoncentrirali ter njihovo čistost preverili z NaDS-PAGE (Slika 27). Za primerjavo 
je na gelu tudi CP divjega tipa (WT, angl. wild type). 
 
Očiščenim in skoncentriranim vzorcem smo izmerili razmerje A260/A280 (preglednica 5) ter 
jih pogledali s TEM, kjer smo opazili daljše nitaste strukture. Rezultati in mikrografije so 
predstavljeni v poglavju 4.3.2. 
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Slika 27: NaDS-PAGE koncentriranih vzorcev Asp5_CP, Asn5_CP, Leu5_CP in WT CP. M predstavlja 
standard molekulskih mas. 
4.2.5  SpyTag/SpyCatcher sistem 
Kot alternativni način za okraševanje filamenta smo uvedli SpyTag/SpyCatcher sistem 
(ST/SC), ki se uporablja za posttranslacijsko kovalentno pritrjevanje proteinov. Sistem 
sestavljata dve komponenti; manjši, 13-aminokislinskih ostankov dolg peptid (ST) in večji, 
116-aminokislinskih ostankov dolg proteinski fragment SpyCatcher (SC). Ko sta ST in SC 
v neposredni bližini, spontano tvorita kovalentno izopeptidno vez (Poglavje 2.3) (Zakeri in 
sod., 2012). Odločili smo se, da na N-končno regijo CP preko genske fuzije dodamo manjši 
peptid ST in se tako izognemo nevarnosti razpadanja filamentov, kar bi lahko bila posledica 
fuzije CP z večjim, 10-kilodaltonskim SC. Ločeno smo proizvedli več različic proteina SC 
(Slika 12). 
 
ST_CP in STTEV_CP sta se izražala v zadostni meri in sta se po lizi celic nahajala v topni 
frakciji (Slika 28A in 28B), zato smo nadaljevali z izolacijo in čiščenjem. Po 
ultracentifugiranju sta se navedena konstrukta ujela v težje frakcije saharoznega gradienta 
(pri 50 – 60 % v/v saharoze) (Slika 28), kar glede na pretekle eksperimente nakazuje, da je 
verjetno prišlo do tvorbe VLP. Frakcije smo združili, dializirali proti pufru 1 × PBS (1,47 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 
ter vzorce skoncentrirali. Mikrografije vzorcev posnete s TEM (Slika 38) se nahajajo v 
poglavju 4.3.2. Na njih vidimo nitaste strukture. 
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Slika 28: Preverjanje topnosti in čiščenje vzorcev ST_CP in STTEV_CP. (A) NaDS-PAGE gela celičnih lizatov 
celic E.coli BL21(DE3) ter frakcije (F6-10) čiščenja ST_CP na saharoznem gradientu. M predstavlja 
označevalec molekulskih mas, 1 - vzorec pred indukcijo  z IPTG, 2 - po indukciji, S - supernatant lizata, P - 
pelet lizata, PS - supernatant po obarjanju s PEG 8000, PU - pred ultracentrifugiranjem. Z rdečimi okvirji so 
označene lise, ki pripadajo CP. (B) NaDS-PAGE gel celičnih lizatov celic E.coli BL21(DE3) ter frakcije (F7-
10) čiščenja STTEV_CP na saharoznem gradientu. 
Preglednica 5: Absorbanca A280, razmerje A260/A280, ekstinkcijski koeficient (ε) in masna koncentracija 
fuzijskih CP. 
Proteinski konstrukt A280 A260/A280 ε konc. [mg/ml] 
MG ΔN(2,3) CP 0,35 0,84 0,974 0,36 
MGNDGSM ΔN9 CP 0,74 0,95 1,015 0,73 
Asp5_CP 1,97 0,81 0,935 2,1 
Asn5_CP 1,31 0,69 0,932 1,4 
Leu5_CP 0,46 0,75 0,936 0,49 
His5TEV_CP 0,55 0,74 0,952 0,58 
ST_CP 0,73 0,79 0,948 0,78 
STTEV_CP 0,72 0,82 0,975 0,74 
SC proteine smo očistili preko Ni-afinitetne kromatografije, saj imajo vsi konstrukti na N-
končni regiji zapis za His6 oznako (Slika 12). Supernatant po lizi bakterijski celic, ki so 
izrazile SC, smo prefiltrirali in nanesli na 2-ml NiNTA kolono. Podrobnejši postopek 
čiščenja je opisan v poglavju 3.2.4.2. Frakcije, v katerih se je nahajal SC, smo dializirali 
proti pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 
5 % glicerolom in pH 7,4 in s tem vzorcem odstranili imidazol. V primeru SCV3TEV ter 
SCD22TEV smo proteinom s TEV proteazo odrezali stran His6 oznako. SC konstrukte smo 
nadalje očistili z gelsko izključitveno kromatografijo ter njihovo končno čistost preverili z 
NaDS-PAGE. 
 
Izražanje SCV2 smo potrdili s prisotnostjo lise pri 13 kDa na NaDS-PAGE gelu pri vzorcu 
po indukciji (Slika 29B). Molekulsko maso proteina SCV2 smo določili s pomočjo orodja 
ProtParam, ki ga najdemo na bioinformacijskem portalu ExPASy (izračunana vrednost 
12960 Da). Pri tej velikosti je tudi vidna lisa v vzorcu supernatanta lizata, kar pomeni, da se 
SCV2 v večini nahaja v topni obliki. Največ smo ga iz NiNTA kolone sprali z 90 mM 
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imidazolom (Slika 29B, frakcija A1), nato smo le-to dializirali proti pufru 1 × PBS (1,47 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 
in protein nadalje očistili z gelsko izključitveno kromatografijo.  
 
Slika 29: Čiščenje SCV2. Vzorci za NaDS-PAGE so bili pripravljeni z DTT (+DTT). (A) Kromatogram Ni-
afinitetne kromatografije prefiltriranega celičnega lizata SCV2. (B) NaDS-PAGE gel z nanešenimi vzorci po 
Ni-afinitetni kromatografiji: 1 - pred indukcijo celic z IPTG, 2 - po indukciji z IPTG, S - supernatant lizata, P 
- pelet lizata, A1 - frakcija spiranja z 90 mM imidazolom, A2 - frakcija spiranja s 180 mM imidazolom, A3 - 
frakcija spiranja s 300 mM imidazolom. (C) Kromatogram gelske izključitvene kromatografije na koloni z 
nosilcem Superdex 75 10/300 GL, 24 ml. Z rdečo puščico je označen volumen, pri katerem smo pričakovali, 
da se bo eluiral SCV2 (13 kDa). (D) NaDS-PAGE gel s frakcijami gelske kromatografije A1-A7, s PN je 
označen vzorec pred nanosom na kolono. Z rdečimi okvirčki so označene lise SCV2 frakcij, katere smo naprej 
dializirali oziroma uporabili za nadalje poskuse. M na vseh NaDS-PAGE gelih predstavlja standard 
molekulskih mas. 
Lisi pri 13 kDa na NaDS-PAGE gelu (Slika 29D) potrjujeta, da se SCV2 nahaja v frakcijah 
A6 in A7, kateri smo združili in skoncentrirali. Vendar pa s kromatograma na sliki 29C 
opazimo, da se SCV2 s kolone eluira pri volumnih značilnih za proteine s približno molsko 
maso 30 kDa (elucijski profil kolone je prikazan na sliki 13A). Podobne rezultate smo 
zasledili tudi v literaturi Zhang in sod. (2018), kar nakazuje, na malce drugačno potovanje 
SC proteinov od standardnih proteinov ali pa na to, da SC proteini v raztopini tvorijo 
nekovalentne komplekse. 
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Na NaDS-PAGE gelu opazimo prisotnost dveh lis pri velikostih med 10 in 15 kDa, ki se v 
velikosti razlikujeta za približno 1 – 2 kDa. Glede na to, da smo vzorec z uporabo Ni-
afinitetne kromatografije uspešno očistili preko His6 oznake, ki je dodana na N-konec SCV2, 
menimo, da do cepitve pride na C-končni regiji SC. Našo hipotezo smo preverili tako, da 
smo pripravili krajšo različico SCV2, imenovano SCV3TEV. Ta je na C-končni regiji 
skrajšana za devet aminokislin ter ima pred His6 oznako TEV cepitveno mesto. SCV3 je 
najkrajša različica, ki še ne vpliva na strukturo SC (Li in sod., 2014). Tako smo odstranili 
gibljivi del, ki bi lahko bil tarča za proteolitsko cepitev. 
 
Tekom izolacije SCV3TEV smo supernatant celičnega lizata nanesli na NiNTA kolono in 
protein preko His6 oznake očistili (Slika 30A). SCV3TEV je bil v večini v topni obliki. Orodje 
ProtParam izračuna, da je molekulska masa konstrukta SCV3TEV 12280 Da in pri tej velikosti 
res vidimo tudi lise na NaDS-PAGE gelu (Slika 30B). SCV3TEV se je s kolone eluiral ob 
spiranju s 150 mM imidazolom (frakcija A4), v nevezani frakciji ter frakciji A2 pa so se s 
kolone spirale predvsem nečistoče. V dializno črevo smo frakciji A4 dodali TEV proteazo v 
množinskem razmerju 1:40 v prid SCV3TEV-ja. Nato smo vzorec preko noči dializirali proti 
pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % 
glicerolom in pH 7,4, da je TEV proteaza odcepila His6 oznake. 
 
Z NaDS-PAGE smo preverili uspešnost rezanja TEV proteaze (Slika 30C). Razlika 2 kDa v 
velikosti proteina po dodatku TEV proteaze potrjuje, da je le-ta uspešno odcepila His6 
oznako od SCV3TEV. Protein SCV3TEV z odcepljeno histidinsko oznako smo poimenovali 
SCV3_HisX. Da smo ločili TEV proteazo ter proteine SCV3TEV (katerim proteaza ni 
uspešno odrezala His6 oznako) od proteinov SCV3_HisX, smo vzorec nanesli na NiNTA 
agarozni matriks (metoda opisana v poglavju 3.2.4.2, gravitacijska Ni-afinitetna 
kromatografija). NaDS-PAGE gel frakcij afinitetne kromatografije je predstavljen na sliki 
30D. Na sliki vidimo, da so se v nevezani frakciji, poleg proteina SCV3_HisX, eluiral tudi 
nerezani protein SCV3TEV ter TEV proteaza, vendar v manjši meri kot v frakciji A1, kjer 
smo matriks spirali s 300 mM imidazolom. Zato smo vzorec še dodatno očistili z gelsko 
izključitveno kromatografijo. Na podlagi kromatografa na sliki 30E in NaDS-PAGE gela na 
sliki 30F (A6 in A7) znova opazimo, da se SCV3_HisX s kolone v večini eluira pri volumnu, 
značilnem za večje proteine (elucijski profil kolone je prikazan na sliki 13B). Frakcija A12 
pa se je s kolone eluirala pri volumnu pričakovanem za protein SCV3_HisX. Z gelsko 
kromatografijo smo na podlagi razlike v molekulski masi proteinov, ločili SCV3_HisX od 
TEV proteaze. V vzorcu pred nanosom na kolono vidimo šibko liso pri 27 kDa, kar ustreza 
velikosti TEV proteaze, ki ni več prisotna v frakcija A6 in A7 (Slika 30F).  
 
Ko smo SC konstrukt na C-koncu skrajšali za devet aminokislinskih ostankov, smo na 
NaDS-PAGE očiščenega vzorca SCV3_HisX (Slika 30F) za razliko od konstrukta SCV2 
(Slika 29D), opazili le eno liso. Na podlagi tega lahko zaključimo, da pri konstruktu SCV2 
res pride do rezanja C-konca. 
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Slika 30: Čiščenje SCV3TEV. Vzorci za NaDS-PAGE so bili pripravljeni z DTT (+DTT). (A) Kromatogram 
Ni-afinitetne kromatografije prefiltriranega celičnega lizata SCV3TEV. (B) NaDS-PAGE gel vzorcev po Ni-
afinitetni kromatografiji: S - supernatant lizata, P - pelet lizata, NF - nevezana frakcija, A2 - frakcija spiranja s 
45 mM imidazolom, A4 - frakcija spiranja s 150 mM imidazolom, A6 - frakcija spiranja z 225 mM imidazolom, 
A7 - frakcija spiranja s 300 mM imidazolom. M predstavlja standard molekulskih mas. (C) NaDS-PAGE gel 
vzorcev po prekonočni dializi in rezanju s TEV proteazo. Nanešeni vzorci: PT – pred rezanjem in PoT - po 
rezanju s TEV proteazo, T - TEV proteaza. Neoznačene jamice pripadajo vzorcem, ki niso omenjeni v 
magistrskem delu. (D) NaDS-PAGE gel frakcij gravitacijske Ni-afinitetne kromatografije. PN – vzorec pred 
nanosom na matriks, NF  - nevezana frakcija, A1 – frakcija spiranja matriksa s 300 mM imidazolom. (E) 
Kromatogram gelske kromatografije na koloni HiLoad 16/600 Superdex 75, 120 ml. Z rdečo puščico je 
označen volumen, pri katerem smo pričakovali, da se bo eluiral SCV3_HisX. (F) NaDS-PAGE gel vzorcev po 
gelski kromatografiji: PT - vzorec SCV3TEV pred rezanjem s TEV, PN - pred nanosom na kolono, A6, A7, A12 
- frakcije gelske kromatografije, M - standard molekulskih mas. Z rdečimi pravokotniki so označene lise 
SCV3TEV frakcij, ki smo jih dalje očistili, oziroma končno očiščen SCV3_HisX, ki smo ga uporabljali pri 
nadaljnjih poskusih. 
Poleg SCV2 in SCV3TEV smo pripravili tudi fuzijske proteine SC. Na C- ali N-končno regijo 
SC smo dodali D22. Vsi fuzijski proteini, SCD22, SCD22TEV ter D22SCTEV, imajo His6 
oznako na N-koncu (Slika 12), zato smo jih očistili z Ni-afinitetno izključitveno 
kromatografijo. 
 
SCD22 je 29642 Da velik fuzijski protein. Molekulsko maso konstrukta smo izračunali z 
orodjem ProtParam. Izražanje in topnost proteina smo potrdili z NaDS-PAGE, kjer pri 
velikosti 30 kDa vidimo intenzivno liso (Slika 31B). Z NiNTA kolone se največ proteina 
spere s 150 mM imidazolom (Slika 31A), zato smo frakcijo A2 nadalje očistili z gelsko 
izključitveno kromatografijo (Slika 31C). 
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Slika 31: Čiščenje SCD22. Kromatogrami in NaDS-PAGE gel ob prisotnosti (+ DTT) ter odsotnosti (- DTT) DTT. 
(A) Kromatogram Ni-afinitetne kromatografije prefiltriranega celičnega lizata SCD22. (B) NaDS-PAGE gel vzorcev 
po Ni-afinitetni kromatografiji: 2 - po indukciji z IPTG, S - supernatant lizata, P - pelet lizata, NF - nevezana frakcija, 
A1 - frakcija spiranja s 45 mM imidazolom, A2 - frakcija spiranja s 150 mM imidazolom, A3 - frakcija spiranja z 
225 mM imidazolom, A4 - frakcija spiranja s 300 mM imidazolom. M predstavlja standard molekulskih mas. V 
rdečem okvirju je označena frakcija katero smo naprej dializirali in očistili. (C) Kromatogram gelske izključitvene 
kromatografije na koloni z nosilcem Superdex 75 10/300 GL, 24 ml. Rdeča puščica označuje volumen, pri katerem 
smo pričakovali, da se bo SCD22 eluiral s kolone. (D) NaDS-PAGE gel s frakcijami gelske kromatografije A1-A4, 
PN je vzorec pred nanosom na kolono, M predstavlja standard molekulskih mas. V rdečem okvirju je označena 
frakcija, ki predstavlja dokončno očiščen SCD22. (E) Kromatogram gelske kromatografije na koloni Superdex 75 
10/300 GL, 24 ml, vzorca SCD22, ki je bil s kolone spiran s pufom 1 × PBS s 5 % glicerolom in pH 7,4, kateremu 
je bil dodan 2 mM DTT. 
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Na NaDS-PAGE gelu po gelski kromatografiji (Slika 31D) vidimo liso pri 30 kDa, vendar 
na kromatogramu (Slika 31C) razberemo, da se je SCD22 eluiral pri 10 ml. Kar je, glede na 
elucijski profil molekulskih standardov s strani proizvajalca kolone (Slika 13A), značilno za 
proteine velike okoli 60 kDa. Proteini z velikostjo 30 kDa, kot je izračunana masa monomera 
SCD22, naj bi se s kolone eluirali pri 12 ml (Slika 31C, rdeča puščica). Ker enako opažamo 
pri kromatogramih 29C in 30E, menimo, da bi lahko bilo neobičajno potovanje proteina čez 
kolono povezano z naravo SC.  
 
Ob pregledu aminokislinskega zaporedja D22 smo opazili, da ima v aminokislinskem 
zaporedju zapis za en cistein. Da bi izključili možnost tvorbe disulfidnih vezi med proteini 
SCD22, smo ponovili gelsko kromatografijo, le da smo tokrat vzorcu dodali DTT v končni 
koncentraciji 2 mM (Slika 31E). Vendar se je kljub reducentu SCD22 še vedno eluiral pri 
10 ml, kar nakazuje, da tvorba disulfidnih vezi med D22 ni vzrok za neobičajno potovanje 
proteina SCD22 čez kolono gelske kromatografije. 
 
Dimeriziranje SCD22 smo preverili tudi z NaDS-PAGE (Slika 32). Na gelu opazimo, da pri 
D22 vzorcu, kateremu smo dodali DTT, vidimo le eno liso pri 16 kDa, ki ustreza monomerni 
obliki. Ob odsotnosti reducenta (- DTT) pa vidimo tudi liso pri 35 kDa, kar ustreza približno 
dvakratni masi D22. Enako opažamo pri vzorcu SCD22, kjer je pri + DTT vidna masa 
monomera pri 30 kDa, pri - DTT pa vidimo dodatno liso dimera pri 60 kDa. Ker je intenziteta 
lise dimera SCD22 šibkejša od lise dimera D22 predvidevamo, da so cisteini v fuzijskem 
proteinu SCD22 težje dostopni. Ker se SCD22 pri gelski kromatografiji (+ DTT) (Slika 31E) 
s kolone eluira pri volumnu, ki ustreza masi dimera, predvidevamo, da lahko pride do 
nastajanja nekovalentnih kompleksov zaradi narave SC. 
 
Dimer SCD22 se nahaja pri zelo podobnih masah (60 kDa) kot ST_CP, na katerega je vezan 
monomerni SCD22 (ST_CP:SCD22, poglavje 4.5), zato z NaDS-PAGE -/+ DTT ne moremo 
razločiti, katera lisa na gelu pripadala dimeru SCD22 ter katera kompleksu ST_CP:SCD22. 
Ker D22 in SCD22 pri odsotnosti DTT tvorita dimere, smo vse nadalje inkubacije ST_CP s 
SCD22 izvajali v prisotnosti DTT. Tako smo lahko z NaDS-PAGE, ob prisotnosti DTT, 
pokazali kovalentno vezavo med SCD22 in ST_CP. 
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Slika 32: NaDS-PAGE gel proteinskih konstruktov D22, SCD22 in ST_CP:SCD22, inkubiranega v 
množinskem razmerju 1:1, v odsotnosti ali ob prisotnosti reducenta (DTT). V neoznačene jamice, so bili na 
NaDS-PAGE gel nanešeni vzorci, ki niso omenjeni v magistrskem delu. Na sliki so prisotni zato, da je na gelu 
viden tudi standard molekulskih mas - M. 
Želeli smo pripraviti sistem, kjer bi bilo mogoče His6 oznako odcepiti s SCD22, saj bi ta 
lahko motila nadaljnje poskuse. Zato smo pripravili konstrukt SCD22TEV, ki ima za His6 
oznako cepitveno mesto, ki ga reže TEV proteaza. Protein smo očistili preko Ni-afinitetne 
kromatografije (Slika 33A), dializirali frakcijo A3 (Slika 33B) proti pufru 1 × PBS (1,47 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4 
ter v dializno črevo dodali TEV proteazo v množinskem razmerju 1:40 v prid SCD22TEV. 
Naslednji dan smo preverili uspešnost rezanja s TEV proteazo z NaDS-PAGE (Slika 33C). 
Lisa proteina SCD22TEV, kateremu smo odrezali His6 oznako (SCD22_HisX), je na NaDS-
PAGE gelu pri manjši molekulski masi kot lisa nerezanega SCD22TEV, kar nakazuje na 
uspešno rezanje. TEV proteaza ima His6 oznako, zato smo jo iz vzorca želeli odstranili preko 
gravitacijske Ni-afinitetne kromatografije (Slika 33D). Nevezano frakcijo kromatografije 
smo nato nanesli na kolono HiLoad 16/600 Superdex 75. Kromatogram gelske 
kromatografije je prikazan na sliki 33E. Enako kot vzorec SCD22, se tudi SCD22_HisX s 
kolone eluira pri manjših volumnih, kot smo glede na njegovo maso pričakovali. Združili 
smo frakcije A10-13 (Slika 33F). Na podlagi gela na sliki 33E nismo bili prepričani, da smo 
z gravitacijsko Ni-afinitetno kromatografijo iz vzorca res odstranili TEV proteazo in 
proteine, katerim proteaza ni odrezala His6 oznake. Zato smo vzorec po gelski 
kromatografiji nanesli še na NiNTA kolono (Slika 33G). V nevezani frakciji se je s kolone 
eluiral očiščen SCD22_HisX, medtem ko se je TEV proteaza s kolone popolnoma eluirala s 
300 mM imidazolom (Slika 33H, frakcija A3). Na gelu očiščenega SCD22_HisX vidimo le 
eno liso, kljub temu, da je D22 dodan k SCV2 različici SC. Kot smo pokazali s konstruktom 
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SCV3, pri SCV2 pride do proteolitske cepitve C-konca. S tem ko smo D22 dodali na C-
končno regijo SC, smo preprečili, da bi prišlo do cepitve, opažene pri proteinu SCV2. 
 
Slika 33: Čiščenje SCD22TEV. Vzorci za NaDS-PAGE so bili pripravljeni z DTT (+DTT). (A) Kromatogram Ni-
afinitetne kromatografije prefiltriranega celičnega lizata SCD22TEV. (B) NaDS-PAGE gel vzorcev po Ni-afinitetni 
kromatografiji: S - supernatant lizata, P - pelet lizata, NF - nevezana frakcija, A1 - frakcija spiranja s 45 mM 
imidazolom, A3 - frakcija spiranja s 150 mM imidazolom, A6 - frakcija spiranja s 300 mM imidazolom. M 
predstavlja standard molekulskih mas. (C) NaDS-PAGE gel vzorcev po prekonočni dializi in rezanju s TEV proteazo. 
Nanešeni vzorci: PT- pred rezanju in PoT- po rezanju s TEV proteazo, T - TEV proteaza. (D) NaDS-PAGE gel 
frakcij gravitacijske Ni-afinitetne kromatografije. PN - vzorec pred nanosom na matriks, NF - nevezana frakcija, A1 
- frakcija spiranja matriksa s 300 mM imidazolom. (E) Kromatogram gelske kromatografije na koloni HiLoad 16/600 
Superdex 75, 120 ml. Z rdečo puščico je označen volumen, pri katerem smo pričakovali, da se bo eluiral 
SCD22_HisX. (F) NaDS-PAGE gel vzorcev po gelski kromatografiji: PT - vzorec SCD22TEV pred rezanjem s TEV, 
PN - pred nanosom na kolono, A3, A10-13 - frakcije gelske kromatografije. (G) Kromatogram Ni-afinitetne 
kromatografije vzorca SCD22_HisX. (H) NaDS-PAGE vzorcev: PN - pred nanosom, A1 - nevezana frakcija, A3 - 
frakcija spiranja s 300 mM imidazolom. 
55 
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Konstrukt D22SCTEV smo očistili le z uporabo Ni-afinitetne kromatografije (Slika 34A) in 
mu nismo odrezali stran His6 oznake. Vzorec smo nato uporabili pri inkubacijah s ST_CP 
(Poglavje 4.5). Na NaDS-PAGE gelu (Slika 34B) v rdečem okvirčku vidimo lisi proteina 
D22SCTEV. Ker je nanos vzorca zelo velik, ne vidimo ali sta prisotni dve lisi ali ne. Pri 
pripravi konstrukta smo namreč uporabili SCV2, kateremu smo D22 dodali na N-konec. C-
konec SC je tako prost in na njem lahko pride do proteolitične cepitve. Ker pri pripravi 
vzorcev za NaDS-PAGE vedno dodamo DTT, lise pri 60 kDa (Slika 34B) načeloma naj ne 
bi pripadale dimerom D22SCTEV. Zaradi časovnih omejitev s čiščenjem v tistem trenutku 
nismo nadaljevali. Naknadno pa smo vzorec analizirali še z gelsko izključitveno 
kromatografijo, kjer vzorec s kolone eluiral pri volumnih značilnih za proteine z velikostjo 
med 30 in 40 kDa (Slika 34C). Glede na rezultate gelske kromatografije vzorcev SCD22 in 
D22SC sklepamo, da če se v vzorcih tvorijo nekovaletni kompleksi na račun SC, le-ta zato 
rabi prosti N-konec. 
 
Slika 34: Čiščenje D22SCTEV. (A) Kromatogram Ni-afinitetne kromatografije prefiltriranega celičnega lizata 
D22SC. (B) NaDS-PAGE gel vzorcev po Ni-afinitetni kromatografiji: 1- vzorec pred indukcijo z IPTG, 2- 
vzorec po indukciji z IPTG, S - supernatant lizata, P - pelet lizata, NF - nevezana frakcija, A1 - frakcija spiranja 
s 60 mM imidazolom, A2 - frakcija spiranja s 120 mM imidazolom, A3 - frakcija spiranja s 180 mM 
imidazolom, A4 - frakcija spiranja s 300 mM imidazolom. M predstavlja standard molekulskih mas. V rdečem 
okvirju sta frakciji, ki smo ju naprej dializirali. Vzorci so bili pripravljani ob prisotnosti DTT (+DTT). (C) 
Kromatogram gelske izključitvene kromatografije na koloni z nosilcem Superdex 75, 24 ml. Z rdečo puščico 
je označen volumen pri katerem se eluirajo proteini z velikostjo 30 kDa. 
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Preglednica 6: Absorbanca A280, ekstinkcijski koeficient (ε) in masna koncentracija očiščenih konstruktov 
SC. 
Proteinski konstrukt A280 ε konc [mg/ml] 
SCV2 2,96 0,913 3,24 
SCV3TEV 1,07 1,265 0,85 
SCD22 2,67 0,387 6,9 
SCD22TEV 2,7 0,424 6,37 
D22SCTEV 1,59 0,469 3,39 
4.3  BIOKEMIJSKA IN BIOFIZIKALNA OPREDELITVE VLP 
4.3.1  Določitev sekundarne strukture CP s cirkularnim dikroizmom (CD) 
Iz strukture VLP, ki so jo razrešili Kežar in sod. (2019), vidimo, da imajo CP divjega tipa 
osrednjo domeno zvito pretežno v obliki alfa vijačnic. To nakazuje tudi CD spekter WT CP, 
kjer v krivulji spektra vidimo dva izrazita minimuma. Enega pri valovni dolžini 208 nm in 
drugega pri 222 nm, kar je značilno za proteine s prevladujočo obliko alfa vijačnic (Slika 
14). Zaradi tehničnih omejitev CD-spektrometra smo z meritvami začeli pri 195 nm in zato 
nimamo podatka o maksimumu pri 190 nm, prav tako značilnem za CD spekter alfa 
vijačnice. 
 
CD spektre delecijskih ter fuzijskih CP smo primerjali s CD spektrom WT CP. CD spektri 
konstruktov MGND_(G4S)3_CP, MG ΔN(2,3) CP, MGNDGSM ΔN9 CP, Asp5_CP, 
Leu5_CP, ST_CP in STTEV_CP so zelo podobni spektru divjega tipa in imajo dva minimuma 
(Slika 35). Vzorec Asn5_CP ima za alfa vijačnice značilen minimum pri 208 nm, drugi 
minimum pri 222 nm pa je precej manj izrazit, vendar pa je tudi intenziteta CD spektra 
vzorca Asn5_CP je prav tako manjša. Vzrok za razlike v intenziteti CD spektrov pri vzorcih 
je lahko razlika v strukturi CP, napaka v določitvi koncentracije CP v vzorcu ali prisotnost 
nečistoč, ki zmanjšajo delež alfa vijačnic. 
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Slika 35: Spektri cirkularnega dikroizma fuzijskih CP ter WT CP pri 20 °C. 
Pomerili smo tudi CD spekter SC in njegovih fuzijskih proteinov (Slika 36). CD spektra 
SCV2 in SCV3_HisX kažeta en bolj izraziti maksimum pri 230 nm, drugi manj izrazit 
maksimum pri 205 nm ter zelo izrazit minimum pri 195 nm. Zhang in sod. (2018) so 
predhodno opravili CD meritev proteina SpyCatcher in opazili podobno obliko spektra 
(Slika 37, črtkana modra črta), zato naši rezultati ustrezajo objavljenim in nakazujejo na 
ustrezno stanje proteina v vzorcu. CD spekter D22, SCD22, SCD22_HisX ter D22SCTEV 
imajo obliko, značilno za alfa vijačnico. Manj izrazite minimume ima CD spekter 
SCD22_HisX, kar nakazuje na nižjo efektivno koncentracijo pravilno zvitih proteinov v 
vzorcu. To bi lahko bila posledica zamrzovanja na -80 °C in odmrzovanja ali pa nenatančno 
izmerjena koncentracija. 
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Slika 36: Spektri cirkularnega dikroizma proteinskih konstruktov SCV2, SCV3_HisX, D22, SCD22, 
SCD22_HisX in D22SCTEV pri 20 °C. 
 
Slika 37: Spekter cirkularnega dikroizma proteina SpyCatcher. Črtkana modra črta prikazuje CD spekter 
proteina SpyCatcher, vijolična črta pa prikazuje CD spekter proteina SpyCatcher, na katerega je vezan SpyTag 
(prirejeno po Zhang in sod., 2018). 
4.3.2  Presevna elektronska mikroskopija (TEM) 
Sestavljanje rekombinantnih CP v VLP smo preverili s TEM s tehniko negativnega 
kontrastiranja (Slika 38). Metoda je opisana v poglavju 3.2.5.4. WT CP tvori dolge 
fleksibilne nitaste strukture, ki pa za razliko od viriona PVY nimajo helične strukture. Na 
mikrografijah VLP WT CP pri večjih povečavah lahko vidimo vzorec ponavljajočih se prog, 
ki so posledica strukture naloženih oktamernih obročev CP (Kežar in sod., 2019). Pri 
primerjavi mikrografij WT CP s konstruktom MG ΔN(2,3) CP ne opazimo večjih razlik. Kar 
nakazuje, da delecija aminokislin N in D iz ohranejnega GND tripleta s CP ne vpliva na 
tvorbo VLP. V vzorcu MGNDGSM ΔN9 CP so bile prisotne nitke različnih dolžin, zato 
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sklepamo, da uvedba zaporedja MGND na začetek N-konca ΔN9 CP, pripomore k boljši 
stabilnosti drugače nestabilnega CP (Kežar in sod., 2019). Nitke različnih dolžin vidimo tudi 
na mikrografijah vzorcev MGND_(G4S)3_CP in MGND_(G4S)3_TEV_CP. Prisotnost nitk 
v vzorcih fuzijskih CP nakazuje, da so se ti uspešno samosestavili v filamente. Na 
mikrografijah vzorca Asp5_CP, Asn5_CP, His5_CP in Leu5_CP tako vidimo veliko nitk, 
vendar pa so te nekoliko krajše od nitk divjega tipa. V vzorcu ST_CP vidimo preplet nitk, 
podoben WT CP. V vzorcu STTEV_CP pa so prisotne nitke krajše od 500 nm. 
 
Med pregledom vseh VLP vzorcev, tako fuzijskih kot WT CP, smo opazili prisotnost 
okroglih struktur, katerih izvor ni natančno določen. Verjetno gre za nekakšno obliko 
agregiranih CP, možno pa je tudi, da okrogle strukture predstavljajo bakterijske nečistoče, 
ki se obogatijo s postopkom čiščenja. 
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Slika 38: Mikrografije očiščenih vzorcev VLP. Samo pri vzorcu MGND_(G4S)3_TEV_CP sta podani 
mikrografiji supernatanta lizata. 
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4.4  ČIŠČENJE FILAMENTOV PREKO POLIHISTIDINSKE OZNAKE 
VLP PVY očistimo s precipitacijo s PEG 8000 ter NaCl in z metodo ultracentrifugiranja na 
saharoznem gradientu, kar je dolgotrajen postopek in ne omogoča povečanja proizvodnje 
dobro očiščenih VLP za npr. industrijske namene. Eden izmed bolj enostavnih in hitrejših 
načinov čiščenja je čiščenje z uporabo Ni-afinitetne kromatografije, ki veže proteine s 
polihistidinskimi oznakami. Kežar in sod. (2019) so že poskušali pripraviti konstrukte s His6 
oznako, vendar so uspeli pripraviti le VLP PVY, ki so imeli His6 oznako na C-končni regiji. 
Če so oznako dodali na N-končno regijo CP, so bili ti slabše topni, zato teh konstruktov v 
nadaljnjih poskusih niso uporabljali. Konstrukte v tej nalogi pa smo pripravili z zaporedjem 
MGND na začetku N-konca fuzijskih CP, kar je očitno dobro vplivalo na njihovo topnost 
(Poglavje 4.2.4). Tako se je His5_CP, ob izražanju nahajal v topni frakciji celičnega lizata, 
kjer smo s TEM opazili filamente. Ta konstrukt smo želeli očistili preko Ni-afinitetne 
kromatografije. 
 
Supernatant lizata His5_CP smo prefiltrirali in nanesli na NiNTA kolono. Zaradi tehničnih 
težav, nismo uspeli shraniti kromatografa. Vendar se je večina vzorca s kolone eluirala pri 
300 mM imidazolu (Slika 39A), frakciji A3 in A4 z želenim proteinom pa smo združili. 
Sledila je dializa proti pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 
2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4, preko noči, da smo vzorcu odstranili imidazol. Pri 
tem je prišlo do neželenega obarjanja vzorca. Kljub temu smo vzorec centrifugirali in nato 
supernatant skoncentrirali. Prisotnost proteina v oborini oziroma v koncentrirani raztopini 
vzorcu smo preverili z NaDS-PAGE (Slika 39B). 
 
Slika 39: Čiščenje His5_CP. (A) NaDS-PAGE gel vzorcev: M - standard molekulskih mas, S - supernatant 
lizata, P - pelet lizata, NF - nevezana frakcija, A1 - frakcija ob spiranju z 90 mM imidazolom, A2 - frakcija ob 
spiranju s 180 mM imidazolom, frakciji A3 in A4 – spiranje s 300 mM imidazolom. (B) NaDS-PAGE gel 
vzorca His5_CP frakciji A3+A4: S – supernatant po koncentriranju, O - oborina, M - standard molekulskih 
mas. V rdečih okvirčkih so označene lise, ki pripadajo His5_CP. 
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Na gelu vidimo, da se je ves protein His5_CP oboril. Predvidevamo, da je do tega prišlo, ker 
so se s kolone skupaj z vzorcem eluirali tudi nikljevi ioni. Ko smo z dializo proteinom 
odstranili vezani imidazol, je morda prišlo do povezave His5 delov na VLP s kompleksom 
z Ni2+ ioni. Vključek His5 smo nato vstavili v sistem MGND_(G4S)3_TEV_CP 
(His5TEV_CP, shema na sliki 11), ki vsebuje TEV cepitveno mesto in omogoča, da His5 
odrežemo stran. 
  
Konstrukt His5TEV_CP se je dobro izražal ter se je nahajal v supernatantu. Na NaDS-PAGE 
gelu (Slika 40A) vidimo intenzivno liso pri 38 kDa. S čiščenjem smo nadaljevali na dva 
načina in sicer s klasičnim protokolom čiščenja VLP filamentov, preko obarjanja s PEG 
8000 in ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu ter z uporabo Ni-afinitetne 
kromatografije, kjer bi vzorec očistili preko His5 oznake. Izolacija in čiščenje konstrukta 
His5TEV_CP  je shematsko prikazana na sliki 40. 
 
Najprej smo vzorec očistili s klasičnim protokolom za VLP filamente, z metodo obarjanja s 
PEG 8000 ter ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu. Frakcije ultracentrifugiranja so 
prikazane na sliki 40B. Na NaDS-PAGE gelu vidimo, da se je največ proteina ujelo v 
frakcijah F6 in F7 (pri 40 % v/v saharoze). Na podlagi izkušenj z izolacijami CP, ki tvorijo 
filamente, vemo, da se slednji po navadi ujamejo v težje frakcije gradienta pri 50 – 60 % v/v 
saharoze. Zanimivo je, da na sliki 40B ne opazimo lise pri 27 kDa, ki bi ustrezala masi CP z 
delno razgrajeno N-končno regijo. Vendar ker te lise ne vidimo tudi pri vzorcu pred 
ultracentrifugiranjem, predvidevamo, da se ti CP niso oborili s PEG 8000. Sledila je dializa 
vzorca in koncentriranje. Na tej točki smo opravili meritev cirkularnega dikroizma (Slika 
41, vzorec His5TEV_CP pred TEV po ultracentrifugiranju (40B)). CD spekter odstopa od 
parametrov, značilnih za alfa vijačnico, saj iz grafa lahko razberemo en maksimum pri 197 
nm ter en manjši minimum pri 216 nm. Skupaj to nakazuje na nepravilno zvitje proteina, 
očiščenega po prvi metodi. Čiščenje vzorca, ki smo ga ultracentrifugirali, smo nadaljevali z 
Ni-afinitetno kromatografijo (Slika 40E). Na NaDS-PAGE gelu frakcij kromatografije 
(Slika 40F) vidimo, da se protein eluira v nevezani frakciji (A2) in ni prisoten v frakciji A6, 
kjer bi ga pričakovali, saj smo kolono spirali s 300 mM imidazolom. Po centrifugiranju 
vzorca A2, je bila na dnu mikrocentrifugirke vidna oborina, zato sklepamo, da se je vzorec, 
podobno kot His5_CP oboril. Domnevno zaradi histidinskih ostankov, ki tekom izolacije 
interagirajo med sabo in tako povzročajo razpad filamentov ter agregacijo CP. Po Ni-
afinitetni kromatografiji smo s TEM posneli mikrografije vzorca (Slika 40I, prvi mikrograf 
na levi). Filamentov nismo opazili, na mrežici pa je bilo videti le veliko okroglih struktur, ki 
so v manjšini vedno prisotne pri vzorcih VLP, ki so čiščeni po tej metodi. 
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Slika 40: Shematski prikaz postopkov čiščenja His5TEV_CP. Modre puščice prikazujejo potek čiščenja. 
Oranžne puščice označujejo korak čiščenja, pri katerem smo vzorce pogledali s TEM, zelene puščice pa 
označujejo korak pri katerem smo opravili meritev CD. (A) NaDS-PAGE gel celičnega lizata E. coli seva 
BL21(DE3) vzorca His5TEV_CP: 2 - vzorec po indukciji, S - supernatant lizata, P - pelet lizata, PS - supernatant 
po obarjanju s PEG 8000 in NaCl. (B) NaDS-PAGE gel prikazuje čiščenje His5TEV_CP z ultracentrifugiranjem: 
F6-11 - frakcije saharoznega gradienta, PU – vzorec pred ultracentrifugiranjem. (C) Kromatogram Ni-afinitete 
kromatografije prefiltriranega celičnega lizata His5TEV_CP. (D) NaDS-PAGE gel vzorcev Ni-afinitetne 
kromatografije: PT - vzorec združenih frakcij A4 in A6 pred rezanjem s TEV proteazo, A4 - frakcija spiranja 
s 180 mM imidazolom, A6 - frakcija spiranja s 300 mM imidazolom, PoT - vzorec združenih frakcij A4 in A6 
po rezanju s TEV proteazo, T - TEV proteaza. (E) Kromatogram Ni-afinitetne kromatografije vzorca 
His5TEV_CP po ultracentrifugiranju na saharoznem gradientu. (F) NaDS-PAGE gel čiščenja preko Ni-afinitetne 
kromatografije vzorca His5TEV_CP, ki je bil predhodno očiščen preko ultracentrifugiranja: A2 - nevezana 
frakcija, A6 - frakcija spiranja kolone s 300 mM imidazolom. (G) Kromatogram gelske izključitvene 
kromatografije na 24-mililiterski koloni z nosilcem Superdex 75. (H) NaDS-PAGE gel vzorcev frakcij gelske 
kromatografije ter frakcij ultracentrifugiranja: PN - vzorec pred nanosom na kolono, A2 - frakcija gelske 
kromatografije, PU - vzorec pred ultracentrifugiranjem, F4-8 - frakcije saharoznega gradienta. Modra črta na 
gelu ločuje vzorce čiščene z gelsko kromatografijo (na levi) ter vzorce čiščene z ultracentrifugiranjem (na 
desni). (I) Mikrografije vzorca His5TEV_CP pri različnih stopnjah čiščenja posnete s TEM. NaDS-PAGE geli 
vzorcev, katere smo pogledali s TEM so navedeni v oklepajih. (J) NaDS-PAGE gel (levo) vzorca 
His5TEV_CP_HisX po obarjanju s TCA, 1 na gel nanešeno 5µL vzorca, 2 na gel nanešeno 10µL vzorca, 3 na 
gel nanešeno 1µL vzorca. NaDS-PAGE gel (desno) očiščenih vzorcev WT_CP, Asp5_CP, Leu5_CP, 
Asn5_CP. M na vseh NaDS-PAGE geli predstavlja standard molekulskih mas. 
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Pri drugem načinu čiščenja smo celični lizat His5TEV_CP najprej očistili preko Ni-afinitetne 
kromatografije (Slika 40C). Na podlagi NaDS-PAGE gela na sliki 40D smo združili frakciji 
A4 in A6. Te smo preko noči dializirali proti pufru 1 × PBS (1,47 mM KH2PO4, 137 mM 
NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) s 5 % glicerolom in pH 7,4, kateremu smo dodali 
imidazol v končni koncentraciji 50 mM. Manjšo koncentracijo imidazola smo v vzorcu želeli 
obdržati, da bi s tem preprečili obarjanje proteina, do katerega je prišlo, ko smo vzorec 
His5_CP po Ni-afinitetni kromatografiji dializirali proti pufru 1 × PBS s 5 % glicerolom in 
pH 7,4 (Slika 39B). V dializno membrano smo vzorcu dodali še TEV proteazo, da odcepi 
His5 oznako. TEV proteaza  ohrani svojo aktivnost pri 50 mM imidazolu (Sun in sod., 2012). 
TEV proteazo smo vzorcu dodali v množinskem razmerju 1:40, pri čemer je bil v prebitku 
CP. Uspešno rezanje TEV proteaze potrdimo z NaDS-PAGE, kjer na gelu (Slika 40D) pri 
vzorcu po rezanju s TEV proteazo vidimo liso, ki ima za 2-3 kDa manjšo molekulsko maso, 
kot lise pred rezanjem. Vzorec z odrezano His5 oznako (His5_CP_HisX) smo nadalje 
dializirali proti pufru 1 × PBS s 5 % glicerolom in pH 7,4, da smo odstranili ves imidazol, 
pri čemer se vzorec ni oboril. Na tem mestu smo z NS TEM potrdili prisotnost filamentov 
(Slika 40I, druga in tretja mikrografija z leve). 
Čiščenje vzorca smo nadaljevali z gelsko izključitveno kromatografijo (Slika 40G). Želeli 
smo se izogniti Ni-afinitetni kromatografiji, da ne bi, v filamente vgrajene enote 
His5TEV_CP, katerim TEV proteaza ni uspela odrezati His5 stran, povzročile obarjanje 
vzorca. V zbrani frakciji prostega volumna kolone smo z NaDS-PAGE potrdili prisotnost 
CP (Slika 40H, vzorca na levi strani gela). Sekundarno zgradbo smo analizirali z metodo CD 
(Slika 41, vzorec His5_CP_HisX po SEC (40H levo)), kjer je bil CD spekter zelo podoben 
spektru divjega tipa. Z NS TEM pa smo potrdili prisotnost VLP. Na mikrografiji (Slika 40I, 
čisto desna mikrografija) opazimo dolge filamente, podobne divjemu tipu.  
Želeli smo tudi preveriti ali smo vzorec z uporabo tehnike čiščenja Ni-afinitetne 
kromatografije, kateri je sledila gelska izključitvena kromatografija, bolje očistili kot s 
klasičnim protokolom za VLP (ultracentrifugiranje na saharoznem gradientu). Ker je bil 
vzorec po gelski kromatografiji razredčen, smo ga precipitirali s TCA. Oborino smo 
resuspendirali v manjšem volumnu pufra in vzorec nanesli na NaDS-PAGE. Tako smo 
vizualizirali vse proteine prisotne v vzorcu (Slika 40J levi gel). Poleg pričakovanih lis pri 
masi 35 kDa ter 27 kDa, opazimo pri nanosu 10 µL, tudi zelo šibki lisi pri 65 ter pri 40 kDa. 
V primerjavi z vzorci, čiščenimi s klasičnim protokolom za VLP (Slika 40J desni gel), 
predvsem opazimo, da smo iz vzorca odstranili večino proteinov z molekulsko maso 40 kDa, 
ki so drugače vedno prisotne v vzorcih. 
Zanimalo nas je tudi kaj se zgodi če vzorec His5_CP_HisX, ki smo najprej očistili z Ni-
afinitetno kromatografijo in mu odstranili His5 oznako, v nadaljevanju namesto gelske 
izključitvene kromatografije, oborimo s PEG8000 ter ultracentrifugiramo. Na NaDS-PAGE 
gelu (Slika 40H desno) so pri frakcijah po ultracentrifugiranju vidne šibke lise. Kljub temu 
smo združili frakciji 40 % v/v saharoze (F4 in F5), kjer sta prisotni bolj intenzivni lisi, in 
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frakciji 60% v/v saharoze (F7 in F8), kjer bi običajno pričakovali VLP, vendar sta na gelu 
vidni zelo šibki lisi. Vzorce smo preko noči dializirali proti pufru 1 × PBS s 5 % glicerolom 
in pH 7,4. Pri tem ni prišlo do obarjanja, vendar pa je bila absorbanca zelo nizka (A280 = 
0,02). Koncentracija je bila premajhna, da bi lahko vzorec nadalje analizirali ali posneli 
mikrografije s TEM ter na ta način preverili prisotnost nitk. Čiščenje bi bilo potrebno 
ponoviti, le da bi tokrat na gradient nanesli večjo količino vzorca. S tem bi preprečili 
redčenje vzorca. Na NaDS-PAGE smo namreč nanesli maksimalen nanos vzorcev frakcij 
ultracentrifugiranja in kljub temu vidimo zelo šibke lise (Slika 40H, desni del gela). Frakcije 
ultracentrifugiranja bi tudi analizirali še z biofizikalnimi in biokemijskimi metodami, s 
katerimi bi preverili prisotnost oziroma odsotnost filamentov. 
 
Slika 41: Spektri cirkularnega dikroizma očiščenega His5TEV_CP in WT CP pri 20°C. 
4.5  DEKORACIJA FILAMENTOV Z UPORABO ST/SC SISTEMA 
VLP filamente sestavljajo naloženi obroči, vsak obroč pa je sestavljen iz osmih enot 
plaščnega proteina, ki se med seboj povezujejo. Na N-konec posamezne enote CP, ki je 
izpostavljena na površini filamenta, smo preko genske fuzije dodali peptid ST. Nato smo 
očiščene ST_CP VLP inkubirali s SC proteinskimi konstrukti. Tekom inkubacije, naj bi se 
SC preko izopeptidne vezi vezal na filament sestavljen iz ST_CP enot in tako bi dosegli 
predstavitev proteina na površini filamenta. Uspešnost vezave SC na enoto ST_CP smo 
analizirali z metodo NaDS-PAGE. 
 
Najprej smo preverili, ali se lahko sam SC (SCV2 oziroma SCV3TEV), kot 13-kilodaltonski 
protein veže na ST_CP. Inkubacije so potekale pri sobni temperaturi v množinskih razmerjih 
1:1 ter 3:1 v prid ST_CP. Vzorce smo inkubirali 15 ali 30 min pri sobni temperaturi ter jih 
nato pripravili za nanos na NaDS-PAGE. Kot kontrolo smo na gel nanesli tudi vzorca brez 
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inkubacije, tako da smo skupaj zmešali ST_CP in SCV2 ter vzorec takoj pripravili za NaDS-
PAGE. Ker SC v svoji zgradbi nima cisteinskih aminokislinskih ostankov, med inkubacijo 
ST_CP s SCV2 in SCV3TEV nismo dodali DTT. 
 
Slika 42: Inkubacije ST_CP:SC pri sobni temperaturi. Pri pripravi vzorcev za NaDS-PAGE, smo jim dodali 
DTT (+ DTT). (A) NaDS-PAGE gel vzorcev inkubacije ST_CP:SCV2, množinsko razmerje in čas inkubacije 
sta zapisana nad žepkom vzorca. Za primerjavo so na gelu tudi vzorci ST_CP (označeni s črno puščico) in 
SCV2 (označeni z rdečimi puščicami). V okviru so označene lise ST_CP, na katere se je vezal SCV2. (B) 
NaDS-PAGE gel inkubacij ST_CP s SCV3TEV ter SCV3_HisX. Na gel so nanešeni vzorci: SCV3TEV PT -  
SCV3TEV pred rezanju s TEV, SCV3_HisX - po rezanju s TEV. Obe različici SCV3 sta označeni z rdečima 
puščicama. Lise, ki pripadajo ST_CP, so označene s črno puščico. V okvirjih so označene lise CP, na katere se 
je vezal SCV3TEV/SCV3_HisX. 
Z NaDS-PAGE gela na sliki 42A je razvidno, da se SCV2 kovalentno veže na ST_CP, saj 
vidimo lise pri 50 kDa, ki ustreza njuni skupni masi (označene z rdečim okvirčkom). Kjer je 
bil čas inkubacije nič, te lise ne vidimo. Liso nevezanega SCV2 vidimo pri velikosti 13 kDa 
(rdeča puščica), liso nevezanega ST_CP pa pri 37 kDa (črna puščica). Najintenzivnejšo liso 
kompleksa ST_CP:SCV2 opazimo pri vzorcu, kjer smo inkubirali 30 min v razmerju 1:1. 
Pri tem vzorcu je tudi intenziteta lise ST_CP pri 37 kDa najmanjša, saj se je nanj vezalo 
največ SCV2. Za boljšo primerjavo smo vzorce ST_CP na gel v vseh vzorcih nanašali v 
enakih količinah. Zato pri vzorcih, kjer je razmerje 3:1 v prid ST_CP, vidimo manj 
intenzivne lise SCV2, ker smo posledično na gel nanesli manjšo količino proteina SCV2. 
Ker so inkubacije potekale na sobni temperaturi, smo preverili ali sta vzorca ST_CP in SCV2 
v tem časovnem okvirju stabilna. Na gel smo nanesli vzorca ST_CP ter SCV2, ki sta bila 
izpostavljena enakim pogojem kot vzorci inkubacij. Iz slike 42A je razvidno, da 
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izpostavljenost sobni temperaturi za 1 uro oziroma 30 min ne vodi v razgradnjo proteinov, 
saj na gelu ne vidimo nobenih dodatnih lis. Intenziteta lis pri 27 kDa se ne spreminja, saj te 
verjetno pripadajo CP, ki ima domnevno delno odcepljeno N-končno regijo. Ker je na 
začetek N-konca dodan ST, se ta ob proteolizi N-končne regije odcepi stran, zato se na take 
CP SCV2 ne more vezati. 
 
Uspešnost povezovanja ST_CP in SCV3TEV smo potrdili na podoben način (Slika 42B). 
SCV3TEV pred cepljenjem s TEV (13 kDa) je večji kot SCV3_HisX (s TEV proteazo 
odrezana stran His6 oznaka) (12 kDa), zato ima kompleks ST_CP:SCV3TEV pred TEV večjo 
molekulsko maso in je na gelu njegova lisa malce višje (pri 51 kDa) kot tista, kjer je ST_CP 
inkubiran s SCV3_HisX (pri 50 kDa). S črno puščico so na gelu označene lise nevezanega 
ST_CP, pri čemer je bil pri vseh vzorcih na NaDS PAGE enak nanos ST_CP. Opazili smo, 
da se na skoraj vsako enoto ST_CP veže SCV3TEV, saj imata lisi ST_CP v vzorcih inkubacij 
v primerjavi z liso ST_CP, ki mu ni bil dodan SCV3TEV, zelo šibko intenziteto. Ker to 
zasledimo pri obeh vzorcih, sklepamo, da odsotnost oziroma prisotnost His6 oznake ne 
vpliva na vezavo SC na ST_CP. 
 
V naslednjem koraku smo preverili, ali lahko na VLP preko ST/SC sistema pritrdimo še 
dodatne proteine. Zato smo preko genske fuzije na C-končno regijo proteina SC dodali D22 
ter fuzijski protein SCD22 inkubirali s ST_CP in z NaDS-PAGE preverili njuno vezavo 
(Slika 43). Inkubacije so vedno potekale ob prisotnosti 2 mM DTT, da ni prišlo do 
dimerizacije proteinov SCD22 preko tvorbe disulfidne vezi (Poglavje 4.2.5, slika 32). 
Kompleks ST_CP:SCD22 je velik 66 kDa. Pri tej velikosti na NaDS-PAGE gelu vidimo 
pripadajočo liso (Slika 43, rdeč okvirček), s čimer smo potrdili vezavo SCD22 na posamezno 
enoto ST_CP. Najintenzivnejša zgornja lisa pripada vzorcu po eno-urni inkubaciji, obenem 
pa se posledično tudi zmanjša intenziteta lise ST_CP. Kot kontrole smo na gel nanesli še 
vzorca ST_CP:SCD22 brez inkubacije, ter SCD22, ki je bil eno uro izpostavljen sobni 
temperaturi. 
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Slika 43: NaDS-PAGE gel vzorcev inkubacij ST_CP:SCD22. Razmerja in čas inkubacij so podani nad žepki. 
Za primerjavo molekulskih mas so na gelu vzorci D22, SCV2, SCD22 ter ST_CP. M predstavlja standard 
molekulskih mas. Rdeča puščica označuje nevezan SCD22, črna nevezan ST_CP, v rdečem okvirju so ST_CP 
na katere se je vezal SCD22. Vzorci so bili za NaDS-PAGE pripravljeni z DTT (+ DTT). 
Nadalje nas je zanimalo tudi, kako daljši časi inkubacij vplivajo na vezavo, zato smo vzorce 
ST_CP inkubirali s SCV2 in SCD22 1 h, 3 h in 6 h ter preko noči na sobni temperaturi. 
Reakcija med ST in SC je pri 4 °C počasnejša kot pri 25 °C (Zakeri in sod., 2012), vendar 
pa so pri nižjih temperaturah proteini splošno bolj stabilni. Zato smo vezavo ST_CP s SCV2 
in SCD22 preverili z inkubacijami pri 4 °C (Slika 44B) in jih primerjali z vzorci, 
inkubiranimi na sobni temperaturi (Slika 44A), pri čemer je bil čas inkubacije pri obeh enak. 
Razlik med vezavo pri sobni temperaturi ter pri 4 °C pri primerjavi slik NaDS-PAGE gelov 
ne opazimo. 
Popolno vezavo na ST_CP in s tem polno pokritost filamenta dosežemo pri 3-urni inkubaciji 
s SCV2 ter 6-urni inkubaciji s SCD22, saj pri teh vzorcih ne vidimo več lise, ki pripada 
nevezanemu ST_CP (Slika 44). Opažanje, da do popolne vezave na ST_CP pride pozneje 
pri SCD22, lahko obrazložimo z dejstvom, da je SCD22 v primerjavi s SCV2 večji in težje 
pride v bližino filamenta, kjer lahko tvori kovalentno vez. 
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Slika 44: Inkubacije ST_CP:SCD22 in ST_CP:SCV2. Pri pripravi vzorcev za NaDS-PAGE, smo jim dodali 
DTT (+ DTT). V rdečih okvirjih so ST_CP, na katere se je vezal SC, z rdečimi puščicami so označeni nevezani 
SCD22/SCV2, s črnimi puščicami je označen nevezan ST_CP. (A) NaDS-PAGE gel inkubacije na sobni 
temperaturi. (B) Inkubacije v hladni sobi (4 °C). 
Želeli smo potrditi tudi, da so v vzorcu še vedno prisotni filamenti, ko se SCD22 veže na 
ST_CP. V ta namen smo vzorec 3-urne inkubacije ST_CP:SCD22 v množinskem razmerju 
1:1 pri sobni temperaturi nanesli na 24-mililitrsko kolono Superdex 75. Zaradi tehničnih 
težav, nismo mogli shraniti kromatografa, vendar sta bili frakciji gelske izključitvene 
kromatografije analizirane z NaDS-PAGE (Slika 45A). Z uporabo gelske izključitvene 
kromatografije smo iz vzorca ločili ves presežni SCD22. V prostem volumnu kolone pa so 
se eluirali VLP (Slika 45A). Lisa kompleksa ST_CP:SCD22 je označena z rdečim 
okvirčkom. Lisi ST_CP, na katerega se SCD22 ni vezal, bi se morali nahajati pod liso pri 40 
kDa (črna puščica), vendar ju ne vidimo, zato lahko sklepamo, da se je ST_CP v večini 
povezal s SCD22. Pri vzorcu pred nanosom na kolono gelske kromatografije vidimo še liso 
pri 30 kDa, ki pripada SCD22 (rdeča puščica). Slednja na gelu ni prisotna pri vzorcu prostega 
volumna kolone, s čimer potrjujemo, da smo vzorec očistili presežnega prostega SCD22, ki 
se je s kolone eluiral kasneje. 
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    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
  
Slika 45: Inkubacije ST_CP:SCD22 pri sobni temperaturi ob prisotnosti DTT (+ DTT). (A) NaDS-PAGE gel 
vzorca ST_CP:SCD22 v množinskem razmerju 1:1; inkubacija je trajala 3 ure. Nanešen vzorec pred nanosom 
na kolono gelske kromatografije, vzorec prostega volumna kolone gelske kromatografije in frakcija, kjer se je 
eluiral presežni SCD22. Rdeča puščica na gelu označuje nevezan SCD22, črna pa nevezan ST_CP, v rdečem 
okvirju so ST_CP na katere se je vezal SCD22. M predstavlja standard molekulskih mas. (B) S TEM posnete 
mikrografije vzorcev ST_CP:SCD22 prostega volumna kolone gelske izključitvene kromatografije ter ST_CP, 
ki je bil tri ure izpostavljen sobni temperaturi. 
Prisotnost nitk v eluirani frakciji ST_CP:SCD22 prostega volumna kolone smo preverili z 
NS TEM ter slike primerjali z vzorcem ST_CP, katerega nismo inkubirali s SCD22, in je bil 
prav tako 3 ure izpostavljen sobni temperaturi. Filamenti v vzorcu ST_CP:SCD22 prosti 
volumen kolone, so bili prisotni, vendar so bili ti v večini krajši od 500 nm (Slika 45B), 
medtem ko so bile pri kontroli ST_CP opažene dolge heterogene nitaste strukture, ki so v 
povprečju merile 700 nm. 
 
Krajše nitke nakazujejo razpad filamentov, pri čemer bi lahko bil eden izmed vzrokov za 
razpad preveliko naloženo breme na ogrodje filamenta. To se sklada z rezultati Wi in sod. 
(2020), ki so na CP PVY preko genske fuzije na N-končno regijo dodali fleksibilni 
povezovalec ter encim, karbonsko anhidrazo (hmCA). Če so pripravili VLP, katerih 
filamenti so bili sestavljeni le iz hmCA CP enot, so na mikrografijah opazili krajše nitke. Za 
uspešno tvorjenje dolgih filamentoznih struktur pa je bila ključna na N-končni regiji 
okrnjena CP PVY oblika, ki se izrazi z internim prevajanjem. Ta je namreč ublažila sterično 
oviranje tako, da so se v procesu samosestavljanja filamenta poleg hmCA CP vgradili še CP, 
ki so bili skrajšani na N-koncu in zato niso imeli dodanega encima. S soizražanjem N-
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končnih okrnjenih CP so tako uspeli z hibridnim sestavljanjem okrnjenih CP ter hmCA CP 
enot, pridobiti nitaste VLP, ki so imeli na površini izpostavljeno hmCA. 
 
Da bi se izognili steričnem oviranju ter posledično destabilizaciji filamenta, smo pri 
nadaljnjih inkubacijah dodali ST_CP v presežku, da se fuzijski SC ne bi vezal na vsako enoto 
CP, ampak npr. le na vsako deseto (molarno razmerje ST_CP:SC fuzija 10:1) ali dvajseto 
(20:1). Ker Kežar in sod. (2019) niso uspeli proizvesti CP, ki bi imeli na N-koncu His6 
oznako ter so se proteini His5_CP tekom izolacije obarjali (Poglavju 4.4), smo menili, da bi 
lahko bil eden izmed možnih vzrokov za razpad filamentov, His6 oznaka na SCD22. Zato 
smo pripravili konstrukt SCD22_HisX ter ga inkubirali s ST_CP. Odcepitev His6 oznake ni 
vplivala na vezavo na eno enoto ST_CP, kar je razvidno iz gela na sliki 46A. Kako pa je 
odcepitev His6 oznake vplivala na vezavo SCD22_HisX na filament pa smo pogledali s krio-
EM. 
 
Pred pripravo vzorcev za krio-EM, smo najprej želeli ugotoviti po kolikšnem času, se pri 
različnih množinskih razmerjih na ST_CP veže ves SCD22_HisX. Na sliki 46B so vzorci 
inkubaciji ST_CP:SCD22_HisX, ki so potekale v množinskem razmerju 1:1, 10:1 ter 20:1. 
Na gel je bil pri vseh vzorcih nanešena enaka količina SCD22_HisX (Slika 46B, rdeča 
puščica). Ob primerjavi vzorcev po 1-urni inkubaciji vidimo, da lisa SCD22_HisX izgine 
pri razmerjih 10:1 ter 20:1, kar pomeni, da se je ves protein vezal na ST_CP. Pri vzorcu 
ST_CP:SCD22 1:1 (Slika 46B) pa še vedno opazimo liso nevezanega SCD22_HisX tudi pri 
vzorcu 2-urne inkubacije. Na podlagi ocenjene velikosti SCD22_HisX ter razdalje med 
sosednima obročema VLP, domnevamo, da že vezani SCD22_HisX prekrivajo prosta 
vezavna mesta (ST) in tako sterično ovirajo vezavo preostalih SCD22_HisX na ST_CP. 
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Slika 46: Inkubacije ST_CP:SCD22_HisX ter ST_CP:D22SCTEV. Vzorci za na NaDS-PAGE so bili pripravljeni z DTT 
(+DTT). Lise v rdečih okvirjih pripadajo ST_CP na katerega se je vezal fuzijski SC. Rdeče puščice označujejo lise SC 
konstruktov, črne puščice pa lise ST_CP. M predstavlja standard molekulskih mas. (A) NaDS-PAGE gel inkubacij 
ST_CP:SCD22TEV in ST_CP:SCD22_HisX. (B) NaDS-PAGE gel inkubacij ST_CP:SCD22_HisX, razmerja ter časi 
inkubacij so zapisani nad žepki. (C) NaDS-PAGE gel vzorcev ST_CP:SCD22_HisX (inkubiran eno uro), ki smo jih 
pogledali pod krio-elektronskim mikroskopom. (D) NaDS-PAGE vzorcev ST_CP:D22SCTEV(inkubiran eno uro), ki smo 
jih pogledali pod krio-elektronskim mikroskopom. 
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Pri pripravi mrežic za krio-EM smo na podlagi pridobljenih rezultatov vzorec 
ST_CP:SCD22_HisX inkubirali 1 uro v množinskem razmerju 1:1, 10:1 ter 20:1 (Slika 
46C). V primerjavi s kontrolo ST_CP (Slika 47 spodaj), smo na krio-EM mrežicah pri 
vzorcih z inkubiranim SCD22_HisX, pri vseh razmerjih, videli manjše število filamentov 
(Slika 47 zgoraj). Ti so bili tudi v povprečju krajši od ST_CP. Poleg tega se je večina 
filamentov nahajala na opori mrežice iz ogljika in niso bili razporejeni enakomerno po 
mrežici, kot to vidimo pri ST_CP (Slika 47 spodaj). To morda nakazuje, da so površine teh 
vlaken drugačne in da je do povezovanja med ST_CP in SCD22_HisX prišlo, vendar 
pritrditev omenjenega proteina na površino verjetno povzroča destabilizacijo filamentov. Za 
razliko od vzorcev ST_CP:SCD22, kjer s TEM nismo videli nobenih filamentov (Slika 45B), 
smo po odstranitvi His6 oznake (ST_CP:SCD22_HisX) na mrežici videli filamente (Slika 47 
zgoraj).  
 
Ker je pritrjevanje SCD22_HisX na VLP filamente oslabilo stabilnost filamentov, smo 
poskusili na filamente pripeti še D22 v fuziji z N-koncem SC (D22SCTEV, shema konstrukta 
je prikazana na sliki 12). V literaturi namreč navajajo, da lahko SC preko genske fuzije 
dodamo protein na C- ali N-končno regijo in ta še vedno ostane aktiven (Reddington in 
Howarth, 2015). Pripravili smo konstrukt D22SCTEV, kateremu nismo odstranili His6 oznako 
ter ga inkubirali s ST_CP v razmerjih 1:1 ter 10:1 (pribitek ST_CP, slika 46D). V tem 
primeru so bile nitke bolj podobne kontroli ST_CP (Slika 47 sredina). 
 
Glede na rezultate prikazane na sliki 46 (C,D) je razvidno, da je prišlo do kovalentne vezave 
med ST na plaščnem proteinu ter SC konstruktom ne glede na to, ali smo D22 dodali na N- 
ali C-konec SC. Mikrografije na sliki 47 pa nakazujejo, da je za samo stabilnost filamentov 
ključno, na kateri strani SC je fuzijski partner (v našem primeru D22). Ko smo inkubirali 
ST_CP s SCD22 (D22 je vezan na C-konec SC) je prišlo do povečanega razpada filamentov 
(Slika 45B). Nato smo pripravili konstrukt SCD22TEV in mu odstranili His6 oznako. Pri tem 
smo na mrežici opazili le krajše filamente (ST_CP:SCD22_HisX, slika 47 zgoraj), ki so se 
pri pripravi mrežic za krio-EM ujeli na ogljik, na podlagi česar predvidevamo, da imajo 
drugačne lastnosti kot ST_CP oziroma filamenti divjega tipa, ki so enakomerno razporejeni 
po celotni mrežici. V kolikor smo filamente ST_CP inkubirali z D22SCTEV (D22 je vezan 
na N-konec SC), smo z NaDS-PAGE (Slika 46D) in s krio-EM (Slika 47, sredina) potrdili 
uspešno pripenjanje proteina na ST_CP in obstojnost nitkastih struktur na mrežici, ki so bile 
podobne nitkam divjega tipa. Na teh nitkah (Slika 47) sicer pri danih povečavah ne vidimo 
pripetih D22SCTEV na filament, morda je temu vzrok visoka gibljivost teh dodatnih 
proteinov na površini nitk. Da bi na mikrografijah videli D22SCTEV, bi jih lahko označili z 
anti-His6 protitelesi, saj ima D22SCTEV His6 oznako. Lahko bi tudi posneli cel podatkovni 
set na teh vlaknih (bodisi kot set za analizo posameznih delcev ali tomografijo), s čimer bi 
verjetno bolj natančno lahko analizirali površino teh fuzijskih filamentov. 
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Slika 47: Mikrografije ST_CP:SCD22_HisX in ST_CP:D22SCTEV posnete s krio-EM. Vzorca smo primerjali 
s kontrolo ST_CP. Povečave pri katerih smo posneli mikrografije so zapisane pod vsako mikrografijo. 
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5    SKLEPI 
Namen magistrske naloge je bil pripraviti VLP PVY, ki bi imeli zunanjo površino filamenta 
okrašeno s tarčnimi peptidi in proteini. Poskusili smo dva pristopa, preko genske fuzije ter s 
posttranslacijsko modifikacijo.  
Preko genske fuzije smo na N-končno regijo CP, ki je izpostavljena na zunanji površini 
filamenta, dodajali različna peptidna zaporedja. Pripravljene genske konstrukte smo izražali, 
preverili topnost ter v primerih, kjer se je večina fuzijskega proteina nahajala v supernatantu, 
nadaljevali s čiščenjem. Pravilno zvitje očiščenih CP, ki so na N-koncu vsebovali peptidna 
zaporedja smo analizirali z metodo CD, prisotnost nitk v vzorcu pa smo preverili oziroma 
potrdili s TEM. 
Na osnovi predhodnih rezultatov naše skupine (Kežar in sod., 2019) ter literature (Kalnicema 
in sod., 2012) smo pripravili fuzijski sistem MGND_vključek_(G4S)3_CP za vključevanje 
proteinskih zaporedij na N-konec CP. Pred zapisom za tarčni peptid, ki smo ga želeli 
izpostaviti na površini, je bilo vedno dodano zaporedje MGND, ki je tudi naravni del N-
konca CP. Zaporedje tarčnega peptida pa smo od zapisa za plaščni protein ločili z gibljivim 
povezovalcem (G4S)3. Rezultati nakazujejo, da je zaporedje MGND na začetku fuzijskega 
CP, verjetno ključnega pomena za pravilno zvitje proteinov ter sestavljanja nitkastih 
struktur. V takšnem sistemu smo namreč uspešno pripravili VLP delecijskega mutanta ΔN9 
CP (MGNDGSM ΔN9 CP), ki je z devetimi odrezanimi N-končnimi aminokislinami, 
nestabilen (Kežar in sod., 2019). Z vzpostavljenim sistemom smo pripravili različne fuzijske 
CP (Slika 48) in tako potrdili prvo hipotezo (H1, poglavje 1.2). 
Pričakovali smo omejitve v kemijski naravi in dolžini vključka (hipoteza H2, poglavje 1.2). 
Pokazali smo, da lahko na CP preko genske fuzije pripnemo peptide različnih dolžin in 
kemijske narave. Fuzijski CP s pentapeptidnimi vključki, katere smo vstavili v sistem 
MGND_vključek_povezovalec (G4S)3_CP, so se dobro izražali ter so se samosestavili v 
VLP, katerih biofizikalne in biokemijske lastnosti so podobne WT CP. Prav tako smo 
uspešno pripravili filamente, ki so imeli na površini izpostavljen 13 aminokislinskih 
ostankov dolg ST. Nismo pa uspeli pripraviti CP z melitinskim (26 aminokislinskih ostankov 
dolgim) vključkom. Ti so bili v večini prisotni v netopni frakciji celičnega lizata. Melitin 
ima hidrofobno N-končno regijo, njegov C-konec pa je hidrofilen in precej bazičen 
(Raghuraman in Chattopadhyay, 2006). Poleg tega se povezuje v dimere ter tetramere (Terra 
in sod., 2007), kar bi lahko bil razlog, da so bili proteini z melitinskim vključkom prisotni v 
netopni frakciji celičnega lizata. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da kemijska narava 
vključka vpliva na samosestavljanje fuzijskih CP v VLP filamente in s tem potrdimo drugo 
hipotezo.  
Za namen enostavnejše izolacije smo želeli tudi pripraviti sistem, ki bi omogočal čiščenje 
VLP preko Ni-afinitetne kromatografije (hipoteza H3, poglavje 1.2). Že Kežar in sod. 
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(2019) so želeli pripraviti CP s polihistidinsko oznako dodano na N-konec, vendar se je ta 
po lizi celic nahajal v netopni frakciji. Ko pa smo mi vstavili vključek His5 v sistem 
MGND_vključek_TEV_(G4S)3_CP, smo v supernatantu lizata s TEM potrdili prisotnost 
nitkastih struktur. Vzorec smo nato očistili preko Ni-afinitetne kromatografije. Ugotovili 
smo, da je ključno, da tekom dialize, ki sledi Ni-afinitetni kromatografiji, odrežemo His5, ki 
so izpostavljeni na površini filamentov. V kolikor tega nismo naredili, se je protein oboril 
(Slika 48). Na podlagi pridobljenih rezultatov sklepamo, da polihistidinski ostanki, dodani 
na N-konec CP, tekom čiščenja med sabo interagirajo, kar vodi v razpad filamentov. 
Hipotezo H3 smo potrdili, ko smo v vzorcu, čiščenem preko Ni-afinitetne kromatografije 
ter nato gelske izključitvene kromatografije, s TEM videli nitke, ki so bile strukturno 
podobne divjemu tipu, s čemer sovpadajo rezultati CD meritev. Z NaDS-PAGE pa smo 
pokazali, da je tako v vzorcu prisotnih manj nečistoč, kot pri vzorcih očiščenih po klasičnem 
postopku. 
Zaradi v literaturi dobro dokumentirane uporabe SpyTag/SpyCatcher sistema za 
povezovanje proteinov, smo se odločili, da ga bomo v magistrski nalogi uporabili za 
posttranslacijsko pritrjevanje tarčnih proteinov na VLP PVY.  
Ločeno od VLP smo pripravili več različic konstrukta SC (shema na sliki 49). Hipotezo H4 
(poglavje 1.2) smo preverili z inkubacijami ST_CP s SC in oblikami SC, ki so imele preko 
genske fuzije dodan D22. Z metodo NaDS-PAGE smo ugotovili, da pri vseh konstruktih 
pride do vezave fuzijskih SC na ST_CP enoto. Pogoji ter uspešnost vezave SC proteinov na 
ST_CP/VLP so povzeti na sliki 49.  
Na mikrografijah vzorca ST_CP:SCD22 posnetih s TEM smo opazili, da je prišlo do razpada 
filamentov. Pri tem smo kot možne razloge za to izpostavili preveliko breme na filamentu, 
His6 oznako ali pozicijo SC glede na D22 (N- ali C-konec). Vpliv His6 ter molarnega 
razmerja med ST_CP in SCD22 proteini smo preverili z inkubacijo ST_CP:SCD22_HisX. 
Na mikrografijah smo videli le malo filamentov in le-ti so se nahajali pretežno na ogljiku in 
ne v jamicah mrežice, kot je to značilno za filamente divjega tipa. Predvidevamo, da je do 
vezave SCD22_HisX na filamente prišlo, vendar so ti filamenti destabilizirani in posledično 
pričnejo razpadati na krajše segmente. Prisotnost filamentov, ki so bili strukturno podobni 
filamentom divjega tipa, pa smo s krio-EM potrdili pri vzorcu ST_CP:D22SC. Iz 
pridobljenih rezultatov je razvidno, da je dodajanje tujih proteinov na N-konec SC, bolj 
ugodno za pritrjevanje SC na ST_CP kot dodajanje proteinov preko C-konca SC. Za končno 
potrditev uspešnega posttranslacijskega pritrjevanja proteinov na VLP bo potrebna sicer še 
bolj podrobna strukturna analiza. Zato na osnovi rezultatov te naše študije lahko delno 
potrdimo hipotezo H4, da s sistemom ST/SC, lahko pripnemo tuji protein na zunanjo 
površino filamenta. 
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Slika 48: Uspešnost priprave fuzijskih VLP, kjer so bili tuji peptidi/proteini preko genske fuzije pripeti na N-
konec CP PVY. Prikazane so sheme konstruktov ter ustrezna uspešnost nastajanja VLP filamentov. 
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Slika 49: Uspešnost priprave ST_CP/VLP, kjer smo s posttranslacijsko modifikacijo dodajali peptide/proteine 
na N-konec ST_CP oziroma VLP vlaken. Prikazane so sheme konstruktov ter ustrezna uspešnost nastajanja 
VLP filamentov. Proteini, katerim smo s TEV proteazo (TEV v imenu konstrukta nakazuje, da ima ta TEV 
cepitveno mesto) odstranili His6 oznako so označeni s HisX.  
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6    POVZETEK 
Virusom-podobni delci (VLP, angl. virus like particle) so sestavljeni iz ponavljajočih se enot 
virusnih strukturnih proteinov, ki se spontano samosestavijo v delce, ki so strukturno 
identični ali pa zelo podobni izvornim virusom. Zaradi odsotnosti virusnega genskega 
materiala so neinfektivni in varni za uporabo. Dodatne lastnosti, kot so uniformnost, 
poznavanje tridimenzionalne strukture ter relativno enostavna in ekonomična proizvodnja, 
omogočajo njihovo vsestransko uporabo na področju biomedicine ter bionanomaterialov. 
 
S pomočjo krio-elektronske mikroskopije so raziskovalci s Kemijskega inštituta prvi 
razrešili tridimenzionalno strukturo virusa Y krompirja (PVY, angl. potato virus Y) in 
njegovega pripadajočega VLP. PVY je rastlinski virus, ki okuži kmetijsko pomembne 
rastline kot so krompir in tobak. Več tisoč kopij plaščnega proteina (CP, angl. coat protein) 
obda virusno RNA in tako se tvorijo 730 nm dolgi in 13 nm široki virioni. CP lahko 
razdelimo na osrednjo globularno regijo, ki se uredi v sedem alfa vijačnic in eno beta zanko 
ter iztegnjeni N- in C-končni regiji, ki ne vsebujeta sekundarnih strukturnih elementov. N-
končna regija je izpostavljena na površini filamenta, C-končna regija pa je zakopana v 
lumen. Ob izražanju v bakterijskem ekspresijskem sistemu se CP med seboj povežejo v 
oktamerne obroče, ki so naloženi vzdolž dolge osi VLP filamenta in tvorijo fleksibilne 
filamentozne strukture heterogenih dolžin, ki lahko dosežejo tudi do 3 µm, njihov premer pa 
ostane 13 nm. 
 
V magistrskem delu smo se osredotočili na dekoracijo filamentov VLP virusa Y krompirja 
(PVY, angl. potato virus Y). Z uporabo sistema MGND_peptidni vključek_(G4S)3_CP, smo 
preko genske fuzije na N-končno regijo dodali različna peptidna zaporedja in tako dosegli 
predstavljanje tujih peptidov na površini filamentov. Tako smo uspešno smo pripravili tudi 
CP s His5 oznako na N-končni regiji, kar je omogočalo čiščenje VLP z uporabo Ni-afinitetne 
kromatografije. Tekom dialize po Ni-afinitetni kromatografiji je bilo potrebno odcepili His5 
oznako s CP, saj je ta drugače v odsotnosti imidazola povzročila agregacijo proteinov. 
 
Za posttranslacijsko pritrjevanje tujih peptidov na površini filamentov smo uvedli sistem 
SpyTag/SpyCatcher (ST/SC). Manjši peptid 13 aminokislinskih ostankov dolg ST smo 
preko genske fuzije dodali na N-konec CP in ga tako izpostavili na površini filamenta. 
Filamenti sestavljenih iz ST_CP enot so bili strukturno podobni divjemu tipu. Z 
inkubacijami ST_CP VLP ter D22SC smo na CP uspeli pripeti protein DARPin 22 (D22), 
ki je bil preko genske fuzije dodan na N-konec SC. Preliminarne študije s krio-elektronsko 
mikroskopijo so pokazale, da taka fuzija ne povzroči razpada filamentov, vendar bo potrebno 
dejansko prisotnost D22 na površini tako pripravljenih fuzijskih VLP PVY še dokazati še z 
bolj natančnimi strukturnimi analizami. 
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Pokazali smo, da so bili peptidi oziroma proteini, ki smo jih lahko uspešno pripeli na VLP 
filamente, heterogenih dolžin in kemijske narave, kar pomeni, da VLP PVY sistem 
predstavlja širok razpon možnosti pripenjanja peptidov/proteinov na zunanjo površino 
filamentov. 
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